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Résumé

Les zones pastorales méditerranéennes sont favorables a la diversité et a I’abondance des
Tabanidae. Or, la réémergence de certaines maladies animales en Europe (e.g. besnoitiose
bovine) a mis en avant leur r6le de vecteur mécanique. Cependant, la richesse biologique et la
vulnérabilité des milieux pastoraux impliquent de réduire I'usage des insecticides contre les
ectoparasites. Nous avons donc cherché a mieux connaitre 1’activité des taons dans les estives et a
réfléchir a des méthodes de contrdle pratiques, efficaces et sélectives. Les pieges attractifs ou les
répulsifs utilisables dans une stratégie « push-pull » impliquant de bien connaitre I’olfaction des
especes cibles, nous nous sommes intéressés a la physiologie olfactive des taons et aux composés
chimiques qui modulent les interactions avec leurs hotes.

Les travaux sur I’écologie des taons dans les Pyrénées ont montré que I’exposition, 1’altitude et la
structure paysagere influencaient leur distribution spatio-temporelle, et que les conditions
climatiques influencaient I’activit¢ de piqire des femelles. De plus, le caractere trophique
opportuniste des femelles a été confirmé et le cerf est apparu comme un hote de choix. Les
réponses physiologiques et comportementales de Tabanus bromius et d’Atylotus quadrifarius aux
odeurs d’urines et de leurs constituants ont révélé des différences de sensibilité olfactive entre ces
deux especes, la forte attractivité de I'urine de cheval s’expliquant probablement par la présence
de composés volatiles qui agiraient en synergie. Pour conclure, nous proposons pour les
troupeaux en estives des mesures de protection contre les taons et des perspectives de recherche

pour ce groupe.

Mots clés : Tabanidae, pastoralisme, écologie, repas de sang, olfaction, électroantennographie,

lutte anti-vectorielle intégrée



Abstract

Mediterranean pastoral areas are favourable to the diversity and abundance of Tabanidae. On the
other hand, their role as mechanical vectors was highlighted by the re-emergence of animal
diseases in Europe (e.g. Bovine Besnoitiosis). However, the biological richness and vulnerability
of pastoral communities involve reducing the use of insecticides against ectoparasites. The
objectives of this thesis were to better understand the activity of horse flies in summer pastures
and to consider practical, efficient and selective pest control methods. A “push-pull” strategy
using attractive traps and/or repellents implies a good knowledge of insect olfaction. Therefore, it
was interesting to study the olfactory sensitivity of horse flies and semiochemicals that affect
vector-host interactions.

In the Pyrenean mountains, work on the ecology of horseflies showed that their spatiotemporal
distribution was influenced by exposure, altitude and landscape structure, and that the biting
activity of females was related to climatic conditions. Moreover, the opportunistic feeding pattern
of tabanids was confirmed with a preference for red deer. The physiological and behavioural
responses of Tabanus bromius and Atylotus quadrifarius to urines volatiles and their constituents
revealed differences between the olfactory sensitivity of these two species. The high
attractiveness of aged horse urine is likely to be due to the mixture of various active compounds
that may act synergistically. To conclude, pest control methods to protect cattle against horse

flies in summer pastures and new research opportunities are discussed.

Key words: Tabanidae, pastoralism, ecology, blood meal, olfaction, electroantennography,

integrated pest management
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Haematopota dissimilis Ricardo 1911
Heptatoma pellucens (Fabricius 1776)
Hybomitra aterrima (Meigen 1820)
Hybomitra auripila (Meigen 1820)
Hybomitra bimaculata (Macquart 1826)
Hybomitra caucasica (Enderlein 1925)
Hybomitra ciureai (Seguy 1937)
Hybomitra distinguenda (Verrall 1909)
Hybomitra epistates (Osten Sacken 1878)
Hybomitra expollicata (Pandelle 1883)
Hybomitra lundbecki Lyneborg 1959
Hybomitra lurida (Fallén 1817)
Hybomitra micans (Meigen 1804)
Hybomitra montana (Meigen 1820)
Hybomitra nigricornis (Zetterstedt 1842)
Leucotabanus annulatus (Say, 1823)

Lobesia botrana (Denis & Schiffermiiller 1775) 9.

Nemorius vitripennis (Meigen 1820)

Pangonius haustellatus Fabricius 1781
Pangonius micans Meigen 1820
Philipomyia aprica (Meigen 1820)
Philoliche zonata (Walker 1871)
Tabanus abactor Philip 1936
Tabanus atratus Fabricius 1775
Tabanus autumnalis Linnaeus 1761
Tabanus bifarius Loew 1858
Tabanus bovinus Linnaeus 1758
Tabanus bromius Linnaeus 1758
Tabanus cordiger Meigen 1820
Tabanus eggeri Schiner 1868
Tabanus exclusus Pandelle 1883
Tabanus fuscicostatus Hine 1906
Tabanus glaucopis Meigen 1820

Tabanus infestus Bogatchev & Samedov 1949

Tabanus lineola Fabricius 1794
Tabanus lunatus Fabricius 1794
Tabanus miki Brauer 1880

Tabanus maculicornis Zetterstedt 1842
Tabanus nemoralis Meigen 1820
Tabanus nigrovittatus Macquart 1847

Tabanus nipponicus Murdoch & Takahashi, 1969

Tabanus paradoxus Jaennicke 1866
Tabanus quatuornotatus Meigen 1820
Tabanus rupium (Brauer 1880)
Tabanus taeniola Palisot de Beauvois 1806
Tabanus tenuicornis (Enderlein 1932)
Tabanus tergestinus Egger 1859
Tabanus townsvilli Ricardo 1915
Tabanus unifasciatus Loew 1858
Tabanus regularis Jaennicke, 1866
Tabanus spectabilis Loew 1858
Tabanus spodopterus Meigen 1820
Tabanus sudeticus Zeller 1842
Tabanus sufis Jaennicke 1867

Silvius alpinus (Scopoli 1763)
Stomoxys calcitrans (Linnaeus 1758)
Stonemyia hispanica (Krober 1921)
Therioplectes gigas (Herbst 1787)
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Introduction générale

Le pastoralisme regroupe l'ensemble des activités d'élevage valorisant par un paturage extensif
les ressources fourrageres spontanées des espaces naturels, pour assurer tout ou une partie de
I’alimentation des animaux (AFP, 2013). En France, il concerne divers types d’animaux (ovins,
bovins, caprins, équins) et divers types de milieux (estives de haute-montagne, parcours
méditerranéens, milieux humides...). En 2000, 60 000 exploitations valorisent des surfaces
pastorales avec un poids variable selon les massifs (51% des exploitations dans les Pyrénées) et
selon les cheptels (12% du cheptel bovin) (Angéniol & Balloy 2012). Au fil des siecles,
I’agriculture pastorale a faconné I’environnement naturel et entretenu la richesse des
communautés d’especes. Le paturage extensif contribue considérablement au maintien de la
biodiversité, en particulier le long des parcours méditerranéens (Myers et al. 2000) et sur les
estives de haute-montagne (Mack et al. 2013). Une grande diversité d’especes assure les
fonctions et les services écosystémiques au sein des milieux « naturels » (Duffy 2009; Beynon et
al. 2012). Les insectes, par exemple, assurent des fonctions de pollinisation (abeilles, bourdons,
syrphes, coléopteres...), de prédation sur les ravageurs de plantes (coccinelles, syrphes...), et de
décomposition de la matiere fécale (coléopteres coprophages...) (Potts et al. 2006; Beynon et al.
2012; Woltz et al. 2012). Mais, la biodiversité est de plus en plus affectée par la perturbation des
habitats, par les changements climatiques ou encore par les pollutions (Millenium Ecosystem
Assessment 2005; Egri et al. 2013a). Les milieux pastoraux sont ainsi des espaces fragilisés ou la
biodiversité et le fonctionnement des écosystemes sont aussi li€s aux pratiques agricoles
(intensification ou déprise, traitements vétérinaires...). Ces milieux font d’ailleurs 1’objet de
mesures de protection et de conservation au niveau national au travers des espaces naturels
sensibles, des sites Natura 2000, des réserves naturelles ou encore des parcs nationaux, regroupés

sous le terme d’espaces naturels protégés (Lefebvre & Moncorps 2010).

D’un point de vue sanitaire, les milieux pastoraux constituent des environnements a risques pour
les animaux domestiques. La transmission d’agents pathogenes est favorisée entre animaux
provenant d’exploitations différentes, mais aussi entre animaux domestiques et faune sauvage.

Les ongulés sauvages, en particulier, trés proches d’un point de vue phylogénétique et
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écologique, peuvent étre a I’origine de 1I’émergence de maladies infectieuses (Martin et al. 2011).
De plus, de nombreux arthropodes ectoparasites peuvent affecter la santé du bétail soit par leur
impact direct (nuisance, spoliation sanguine, 1ésions cutanées, baisse de productivité) soit par leur
role de vecteur dans I’épidémiologie de certaines maladies (Colebrook & Wall 2004). Parmi les
arthropodes ectoparasites, certains sont des parasites permanents comme les acariens, les poux ou
les puces tandis que d’autres sont des parasites temporaires comme la plupart des dipteres

hématophages (moustiques, culicoides, simulies, tabanides, stomoxes) (Mehlhorn et al. 2010).

Plus spécifiquement, les stomoxes et les tabanides constituent une réelle nuisance pour le bétail et
sont responsables de la transmission d’agents pathogenes (Krinsky 1976) (Annexes 1 et 2).
Récemment, la réémergence de certaines maladies en Europe ainsi que I’introduction d’agents
pathogenes exotiques ont mis en avant leur role de vecteurs mécaniques. Plusieurs foyers
sporadiques d’anémie infectieuse des équidés se sont ainsi déclarés en Europe ces dix dernieres
années (Hans et al. 2012; Maresca et al. 2012). La Roumanie et 1’Italie, qui sont les pays
européens les plus touchés, ont dii mettre en place des programmes nationaux de surveillance. La
besnoitiose bovine, maladie enzootique dans les Pyrénées et au Portugal avant 1990, s’est
répandue jusqu’en Allemagne depuis les années 2000 avec une augmentation du nombre de cas
enregistrés (Alvarez-Garcia et al. 2013). Enfin, suite a I'importation de chameaux provenant des
fles Canaries, des foyers de Trypanosoma evansi, agent du surra, ont été détectés en France et en
Espagne (Gutierrez et al. 2010). Pour tous ces foyers, I’implication des stomoxes et des tabanides

dans la diffusion des maladies a été fortement suspectée.

Le genre Stomoxys regroupe 18 especes dans le monde. Stomoxys calcitrans (également appelé
mouche des étables ou mouche charbonneuse) est une espece cosmopolite et la seule espece de
stomoxes présente en France métropolitaine. Les larves de stomoxes se développent dans le
fumier ou le foin en décomposition. Les stomoxes sont ainsi trées dépendants des animaux
domestiques et sont essentiellement rencontrés a proximité des exploitations (Foil & Hogsette
1994). La famille des Tabanidae comprend 4300 especes appartenant a 133 genres dans le monde
(Mullen & Durden 2002). 1l existe une centaine d’especes en France. Leurs gites larvaires, tres
variés et tres dispersés, sont indépendants du bétail. De plus, les animaux sauvages constituent

une source de sang suffisante pour permettre la persistance des populations de taons en 1’absence
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de bétail. Les taons peuvent ainsi €tre une réelle nuisance pour les ongulés domestiques et

sauvages dans les milieux agro-pastoraux.

Actuellement, la lutte contre ces dipteres se limite souvent a ’'usage d’insecticides appliqués sur
les animaux ou sur les gites larvaires autour des exploitations. De telles mesures nécessitent de
bien connaitre le mode de développement et la période d’activité de ces insectes, mais ces
connaissances sont souvent anciennes voire inexistantes. Il est nécessaire de mettre a jour ce type
de données afin de préconiser des méthodes de contrdle efficaces et d’éviter I’apparition ou
I’expansion de populations d’insectes résistants (Mehlhorn er al. 2010). Par ailleurs, les
traitements insecticides mis en ceuvre en plein champ peuvent se révéler toxiques pour
I’entomofaune utile (Henry et al. 2012). Les pyréthrinoides sont largement utilisés sous forme de
boucles auriculaires, en pour-on ou en pulvérisation dans la lutte contre les ectoparasites. Les
résidus de ces molécules dispersés par simple contact (Gassner et al. 1997) ou excrétés dans les
matieres fécales sont toxiques pour les invertébrés de maniere générale et tout particulierement
pour les especes coprophiles (Wardhaugh 2005). Des études ont également reporté une toxicité
pour la faune du sol et surtout pour la faune aquatique (Beynon 2012). L usage de ces molécules
doit ainsi étre limité, notamment dans les espaces naturels protégés. Les futurs efforts de lutte
doivent prendre en considération les effets directs et indirects sur I’environnement, ce qui
implique des stratégies de contrdle sélectives (Peter er al. 2005). L’élaboration de dispositifs
répulsifs d’une part et de picges hautement spécifiques d’autre part (approche « push-pull ») peut

constituer une alternative crédible (Cook et al. 2007).

La conjonction entre I’émergence de maladies vectorielles et la nécessité de préserver les milieux
naturels des pollutions diffuses implique de mieux connaitre la biologie et 1I’écologie des especes
vectrices et, en particulier, de mieux comprendre les relations entre ces especes et leurs hotes
potentiels dans les habitats pastoraux. C’est la raison pour laquelle nous avons choisi de focaliser
notre travail sur les Tabanidae. Les taons sont des dipteres d’assez grande taille facilement
reconnaissables (motifs sur le corps, coloration des yeux). Du fait de leur mode de vie, ces
insectes sont tres familiers des agriculteurs et des personnes qui pratiquent des activités plein air
(Mullen & Durden 2002). A I’échelle mondiale, les Tabanidae constituent une famille de dipteres

hématophages peu étudiée par comparaison avec d’autres familles comme les Culicidae, vecteurs
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de nombreux agents de maladies humaines (paludisme, dengue...). En France, les connaissances
sur ce groupe sont tres limitées et aussi trés anciennes puisque les principales études
entomologiques ont ét¢ menées dans les années 1960-1970 par Leclercq (Leclercq 2009). Dans
les milieux paturés d’altitude, les connaissances se limitent a quelques inventaires faunistiques
réalisés dans les Pyrénées et les Alpes (Leclercq 1971a, b). Pourtant, les conditions
environnementales sont trés contraignantes en montagne et de nombreuses études ont montré
I’influence de I’altitude sur la distribution des insectes (McCoy 1990; Hodkinson 2005). On peut
donc supposer que la distribution des insectes y sera complexe, influencée a la fois par
I’hétérogénéité des habitats et par les déplacements des ongulés. Or, les principales données sur
I’écologie des Tabanidae proviennent essentiellement d’études réalis€es en plaine. Dans le
premier chapitre, nous aborderons les notions importantes sur la biologie et le développement des
Tabanidae, I’écologie des adultes et leur impact sur la santé humaine et vétérinaire. Ces notions
sont nécessaires pour appréhender les contraintes existantes lors de 1’étude de ces dipteres, pour
identifier les lacunes concernant cette famille et pour comprendre les objectifs de la these

(Chapitre 1).

Les estives sont des milieux favorables a la diversité et I’abondance des Tabanidae du fait de la
multiplicité des gites larvaires (rivieres, lacs, tourbieres, litiere de forét) et de la disponibilité en
hotes (ongulés domestiques et sauvages). En milieu tempéré, les adultes sont surtout abondants
I’été€. Chez les taons, seules les femelles sont hématophages avec une activité diurne. Elles
possedent une grande capacité de vol, ce qui leur permet de rechercher une source de sang sur un
large périmetre (Konstantinov 1993). Les femelles utilisent des stimuli visuels et olfactifs pour
localiser et identifier leurs hotes (Gibson & Torr 1999). Leur piqire est tres douloureuse et leur
repas de sang est souvent interrompu par les réactions de défense des animaux. Les femelles vont
alors avoir un comportement de piqilire insistant pour compléter leur repas de sang soit sur le
méme individu soit sur un autre individu situé a proximité (Desquesnes et al. 2009). Elles sont
ainsi de bons vecteurs mécaniques d’agents pathogenes. Connaitre I'intensité des attaques et le
comportement de piqlire des taons dans les milieux pastoraux est donc important pour
comprendre leur niveau de nuisance et leur role de vecteurs (Magnarelli 1985), en particulier
dans une zone endémique de besnoitiose bovine comme les Pyrénées (Jacquiet et al. 2010). L’un

des enjeux de cette these est donc de mieux comprendre 1’écologie des taons dans les estives
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d’altitude et, plus spécifiquement, de caractériser la distribution des femelles adultes et leur
activité de piqlre au cours de 1’été en tenant compte a la fois de la diversité des habitats, de la

présence des hotes potentiels et du rythme journalier (Chapitre 2).

L’autre enjeu de notre travail concerne la compréhension des mécanismes olfactifs qui
interviennent dans la localisation des hdotes. Les principales données sur les réponses des taons
aux odeurs sont issues d’expérimentations menées sur le terrain en Afrique (Phelps & Vale 1976;
Amsler & Filledier 1994; Djiteye et al. 1998), en Amérique du Nord (Mihok et al. 2006; Mihok
& Mulye 2010) et en Europe de I’Est (Kr¢mar 2005a; Krémar et al. 2006; Krémar 2007; Krémar
et al. 2010). Plusieurs composés ou substances, comme 1’octénol, certains phénols et les urines
d’ongulés, ont montré une certaine attractivité. Il est aussi apparu que les réponses des taons a ces
signaux olfactifs étaient variables d’une espéce a I'autre. L’identification des composés
chimiques volatils qui conditionnent I’attractivité des hotes est essentielle a la fois pour
comprendre le degré de relation entre les différentes especes de taons et leurs hotes (préférences,
caractere généraliste vs. spécialiste...) et pour améliorer I’efficacité des pieges utilisés pour la
surveillance ou le controle des populations d’insectes (Takken & Knols 2010). Pour cela, nous
avons étudié les réponses physiologiques des antennes de taons a différents stimuli olfactifs et

nous avons comparé, sur le terrain, 1’attractivité de kairomones (Chapitre 3).

On peut considérer que le controle des populations de taons est une gageure. D’une part, les gites
larvaires, indépendants du bétail, sont nombreux, dispersés et difficiles a localiser ; d’autre part,
les femelles adultes ont besoin de seulement quelques minutes sur un hote pour se gorger et
assurer le renouvellement des populations futures (Foil & Hogsette 1994). Plusieurs méthodes de
lutte (outils chimiques, mécaniques ou biologiques, conduites d’élevages ou aménagements des
habitats) ont déja été testées dans le but de réduire les populations de taons et de diminuer leur
nuisance pour I’homme ou le bétail. Cependant, compte-tenu de la diversité des especes et des
situations, il semble peu pertinent d’extrapoler les résultats obtenus dans un contexte déterminé a
I’ensemble de la famille. Dans le dernier chapitre, nous mobiliserons donc I’ensemble de nos
résultats afin de concevoir une stratégie de lutte et/ou de protection adaptée a des espaces naturels

méditerranéens déja fragilisés par les changements climatiques et la pression anthropique

(Chapitre 4).
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Chapitre 1 : Les Tabanidae, notions d’écologie et importance

vétérinaire

En Europe, la famille des Tabanidae est représentée par 3 sous-familles: Pangoniinae,
Chrysopsinae et Tabaninae (Tableau 1). Environ 180 espéces sont connues parmi 14 genres :
Pangonius, Stonemyia, Chrysops, Nemorius, Silvius, Philipomyia, Dasyrhamphis, Atylotus,
Therioplectes, Hybomitra, Tabanus, Heptatoma, Haematopota et Glaucops (Chvéla et al. 1972).
La classification des Tabanidae d’Europe a été revue par Chvadla et al. (1972).

La France compte plus de la moitié des especes présentes en Europe (prés d’une centaine
d’especes appartenant a 13 genres) avec des especes tres communes mais aussi des especes plus
circonscrites aux régions nordiques ou méridionales. Le sud de la France, en particulier, propose
une grande diversité de milieux (steppe, zones humides, montagnes) favorables aux especes
méditerranéennes mais aussi aux especes d’altitude.

Les Tabanidae sont des dipteres de taille variable plut6t grande (6 a 30 mm) avec une apparence
souvent colorée, en particulier les yeux. Les principaux criteres morphologiques sont détaillés
dans I’encart 1. Cette famille montre une grande diversité de taille et d’aspect (Figure 1). Afin de
faciliter le travail d’identification, nous avons simplifié les clés de Chvdla et al. (1972) en

excluant les especes n’ayant jamais été observées en France (Annexe 3).
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Figure 1. Spécimens de collection de Tabanidae. Ces especes illustrent la diversité morphologique
des taons. De gauche a droite : T. sudeticus, H. expollicata, T. bromius, C. caecutiens et H. pluvialis
(F. Baldacchino, 2013) -17-



Tableau 1 Classification des Tabanidae d’Europe d’apres Chvdla et al. (1972)

Taxon

Principales especes

Distribution

Sous-famille Pangoniinae
Tribu Pangoniini
Genre Pangonius
Genre Stonemyia

Sous-famille Chrysopsinae
Tribu Chrysopsini
Genre Chrysops
Genre Silvius
Genre Nemorius

Sous-famille Tabaninae
Tribu Tabanini

Genre Therioplectes
Genre Hybomitra

Genre Atylotus
Genre Tabanus

Genre Glaucops
Tribu Haematopini

Genre Haematopota
Genre Heptatoma

Tribu Diachlorini
Genre Philipomyia
Genre Dasyrhamphis

P. micans, P. haustellatus
S. hispanica’

C. caecutiens, C. relictus, C. viduatus
S. alpinus
N. vitripennis

T. gigas
H. lundbecki, H. ciureai, H. distinguenda, H. bimaculata, H. montana
H. auripila, H. micans, H. lurida

H. caucasica, H. aterrima, H. nigricornis

A. fulvus, A. rusticus

T. bromius, T. sudeticus, T. autumnalis, T. maculicornis, T. cordiger,

T. bovinus, T. glaucopis, T. miki

T. quatuornotatus, T. rupium, T. bifarius, T. tenuicornis, T. unifasciatus,
T. tergestinus, T. paradoxus, T. spodopterus

T. nemoralis, T. lunatus, T. exclusus, T. regularis, T. spectabilis, T. eggeri
G. hirsutus’

H. pluvialis
H. pellucens®

P. aprica
D. ater

Région méditerranéenne
Espagne

Europe
Europe
Région méditerranéenne

Europe

Europe

Nord de I’Europe et régions montagneuses du
centre et du sud de I’Europe

Régions montagneuses

Europe

Europe

Sud de I’Europe

Région méditerranéenne
Centre et ouest de I’Europe

Europe
Centre et nord de I’Europe

Europe
Sud de I’Europe

" Seule espece du genre en Europe

* Genre monotypique



Encart 1 : Diversité morphologique des Tabanidae (Chvala et al. 1972)

ﬁ Vertex

Front
Calli

Subcallus

Antennes

— Palpes

Figure A. Téte de P. aprica, vue de face
(F. Baldacchino, 2012)

X0 mMmAdAm-

Figure B. Corps de P. aprica, vue de profil
(F. Baldacchino, 2012)

Thorax et abdomen

Téte

La téte est plus ou moins hémisphérique, largement occupée
par des yeux a facettes. Ces yeux présentent souvent des
motifs colorés qui aident a I’identification. Chez les maéles,
les yeux sont holoptiques tandis que chez les femelles, ils
sont séparés par une zone frontale. Des soies recouvrent la
surface du front a I’exception de certaines zones, les calli,
dont les motifs ont une grande importance taxonomique. On
distingue le callus basal du callus médian. Les calli sont
réduits voire absents chez Atylotus et ils sont absents chez
Pangonius. Les Pangoniinae et les Chrysopsinae possedent
trois ocelles distincts au niveau du vertex qui sont absents
chez les autres especes. Chez Hybomitra, un tubercule
ocellaire vestigial est tout de méme présent.

Les antennes sont d’une importance majeure dans la
classification, a plusieurs niveaux. Le flagellum (3°™
article) est divisé en plusieurs segments, le segment basal
étant plutot élargi avec une dent dorsale chez les Tabanini

et plutot allongé chez les Chrysopsini et les Haematopini.

Les femelles (a l’exception des Pangonius) ont un
proboscis large avec une paire de mandibules et de
maxillaires qui cisaillent la peau lors du repas de sang. Les
femelles Pangonius ont un proboscis long plus adapté a
I’extraction du nectar. Les males ne possedent pas de
mandibules. Les palpes des femelles sont plus ou moins
allongés et souvent courbés alors que les palpes des méales
sont plutdt courts et arrondis. Ils ont aussi un role
taxonomique.

Le thorax est une structure relativement stable chez les Tabanidae. Il est robuste, avec des lobes
notopleuraux proéminents et des muscles alaires développés. La nervation alaire est remarquablement
constante chez les Tabanidae. En revanche, la forme et les motifs des ailes sont plus variés. La majorité
des especes ont des ailes claires voire fumées (e.g. Pangonius et Dasyrhamphis). Les Chrysops présentent
des bandes sombres sur les ailes, utiles a 1’identification des especes. Les ailes des Haematopota sont
mouchetées avec une teinte grise ou marron. Les pattes varient peu au sein de la famille. Seuls les tibias
postérieurs présentent des épines apicales chez les Pangoniinae et les Chrysopsinae. L’abdomen des
Tabanidae est habituellement aussi large que le thorax, 1égerement aplati et avec des motifs colorés plus

moins distincts utiles a 1’identification.
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1.1. Cycle de développement

1.1.1. (Eufs

Les femelles Tabanidae pondent entre 100 et 800 ceufs (1-3 mm) en masse, leur nombre
dépendant de I’espece et de la taille du repas de sang (Figure 2). Les ceufs sont blancs au moment
de I’oviposition puis ils s’assombrissent (gris, marron ou noirs). Les pontes sont trouvées souvent
sur les tiges et les feuilles de la végétation en bordure d’étangs ou de ruisseaux, ou sur les arbres
surplombant I’eau. Certaines especes plutdt associées a des ruisseaux a faible débit pondent sur
des cailloux au-dessus de la ligne d’eau. D’autres especes sont davantage terrestres et pondent sur
la végétation ou la litiere. L’embryogénese dure 5 a 12 jours a 21-24°C et dépend de 1’espece et

de la température (Mullen & Durden 2002).

1.1.2. Larves et pupes

Il existe un large spectre de milieux favorables au développement larvaire chez les Tabanidae
compte-tenu de la diversité des especes et de leur capacité d’adaptation. Les habitats larvaires
rencontrés sont ainsi tres variés, qu’ils soient aquatiques, semi-aquatiques ou terrestres. Les
larves de taons peuvent se développer dans la vase ou la végétation dense des marais, des étangs

ou en bordure de ruisseaux, sous les rochers des ruisseaux ou sous la litiere d’une forét (Mullen

& Durden 2002).

Andreeva (1982) distingue, chez les larves de Tabanidae, trois types morpho-écologiques :
rhéophiles (et subrhéophiles), hydrobiontes (et hémi-hydrobiontes) et édaphobiontes. Ces trois
types morpho-écologiques se caractérisent par des milieux de vie différents (milieu aquatique
avec courant, eaux stagnantes et sol humide) et des criteéres morphologiques différents (forme du
corps, appendices locomoteurs, tubercule anal). Si les limites entre ces différents morphotypes
sont clairement définies, il existe de nombreuses formes intermédiaires qui résultent de

I’adaptation de certains types a des habitats différents.
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Les larves de Tabanidae sont généralement prédatrices et se nourrissent d’invertébrés comme des
larves de chironomes ou de tipules, ou des annélides. Elles peuvent aussi étre cannibales. Les
taons effectuent plusieurs mues larvaires successives (6-13) et en milieu tempéré, supportent
I’hiver a I’état larvaire (diapause). Ainsi, la plupart des especes tempérées sont univoltines alors
que les especes exotiques font plutdt deux générations par an, voire plus. En revanche, les
especes tempérées de grande taille restent a 1’état larvaire pendant 2 ou 3 ans. Le développement
larvaire dure plus longtemps en cas de conditions tres défavorables (températures tres froides,
sécheresse). Au printemps, les larves quittent leur milieu humide pour aller a la surface du sol et
se transforment en pupes. La pupaison varie en fonction des especes et de la température. Elle

dure entre 4 et 21 jours (Mullen & Durden 2002).

Adulte

Repas sucré pour males et femelles
suivi de I'accouplement

Majorité des femelles hématophages
Cycle gonotrophique : 3 a 11 jours
Pupaison : 4 a 21 jours
Emergence des males puis
des femelles (ratio 1:1)

Ponte : 100 a 800 ceufs/femelle
Embryogénése : 2 a 12 jours

Développement larvaire (6 a 13 mues successives) :
Quelques semaines a 3 ans (diapause hivernale)

Figure 2. Illustration du cycle de vie des Tabanidae (F. Baldacchino & G. Bosco, 2013)
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Encart 2 : Elevage de taons, difficultés et bonnes pratiques

Aucune population de Tabanidae de laboratoire n’est disponible a ce jour. Les élevages de taons, qui

ont été mis en place, ont consisté a assurer 1’alimentation (repas sucré et repas de sang) de femelles

sauvages déja accouplées, a permettre le développement d’ceufs récupérés sur le terrain et a favoriser la

survie des larves jusqu’a pupaison et émergence des adultes (Marchand 1917; Cameron 1932; Roberts
1966; Sofield & Hansens 1984).

Les principaux obstacles rencontrés en conditions de laboratoire sont (Thompson & Krauter 1978;
Amano 1991) :

La réticence des femelles adultes a prendre un repas sanguin
L’effet inhibiteur des cages sur la reproduction des adultes
L’oviposition plutot aléatoire a I'intérieur des cages

Les conditions peu propices a la maturation des ceufs
L’alimentation des larves a partir de proies vivantes

Le cannibalisme des larves

La longue période de développement des larves due a la diapause
La mortalité lors de la pupaison liée a des troubles physiologiques
La contamination par des pathogenes variés

De multiples tentatives d’élevage ont été menées sur des especes différentes et les résultats obtenus ne

sont pas toujours extrapolables d’une espece a I’autre. Certaines bonnes pratiques peuvent toutefois étre
mises en ceuvre pour optimiser les élevages de taons :

L’apport de sucre est indispensable a la survie des femelles adultes. Tabanus lineola et T.
fuscicostatus survivent 4 a 5 jours maximum en I’absence de repas sucré méme avec un
apport en sang (Wilson 1967).

Le gorgement des femelles sur membrane dépend de la chaleur et des stimuli chimiques qui
peuvent étre percus. L’usage de serviettes Kimwipes® comme membrane permet d’obtenir
un meilleur taux de gorgement (83%) que le Parafilm® (19%) chez T. nigrovittatus
(Downer et al. 2007).

La mortalité larvaire est généralement tres €élevée a cause de la contamination du milieu de
développement. Sofield et Hansens (1984) ont fait passer le taux de mortalité de 95% a 70%
en manipulant soigneusement les larves et en leur donnant moins de nourriture (asticots)
tout en changeant I’eau. Un systéme de circulation d’eau en continue permet également
d’avoir un taux de mortalité relativement faible chez T. nipponicus (65%) (Amano 1991).
La température et la photopériode influencent la diapause et la pupaison des larves. Des
larves de T. nigrovittatus maintenues a 27°C avec une photopériode de 16h « jour » et
8h « nuit » ne sont pas entrées en diapause. Elles se sont transformées en nymphes apres 78
a 155 jours (Sofield & Hansens 1984).
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1.1.3. Adultes

La biologie des adultes est mieux connue que celle des larves. Le sexe ratio a I’émergence est
environ de 1:1, les males émergeant 1 ou plusieurs jours avant les femelles (Mullen & Durden
2002). Males et femelles ont besoin d’un repas sucré a partir du nectar et du pollen des fleurs
pour avoir I’énergie nécessaire a leur métabolisme de base, au vol et a I’accouplement.
L’accouplement se fait en vol, plutot le matin, de facon isolée ou par petits groupes de males.
L’agrégation de males a été observée au sommet des collines (Leprince et al. 1983).

La femelles Tabanidae sont généralement anautogenes et ont besoin d’un repas de sang pour la
production d’ceufs. Mais certaines especes, comme 7. nigrovittatus, sont autogenes, c’est-a-dire
qu’elles n’ont pas besoin de sang pour effectuer leur premier cycle gonotrophique (Wall & Doane
Jr 1980). Les femelles de la plupart des especes européennes sont hématophages a 1I’exception de
quelques especes (A. sublunaticornis, A. plebejus, G. hirsutus et probablement toutes les femelles
Pangonius sp.) (Chvdla et al. 1972).

Elles s’accouplent le plus souvent avant de chercher un hote vertébré. La majorité des especes, en
particulier les Tabaninae, piquent des grands mammiferes (vache, cheval ou cerf). Mais certaines
especes comme les Chrysops ou les Haematopota ont une plus grande variété d’hotes : homme,
oiseaux, reptiles. En conditions de laboratoire, 1’oviposition de femelles Tabanus spp. a lieu entre

7 et 11 jours apres le repas sanguin (Magnarelli 1985; Tucker & Lancaster 1990).

Les études sur les taons s’intéressent le plus souvent aux adultes qui sont plus faciles a collecter
sur le terrain que les larves. En effet, la grande variabilité des gites larvaires et leur dispersion
dans I’environnement complique beaucoup les campagnes de prospection. De plus, ces études
portent uniquement sur les populations sauvages. En effet, I’élevage des taons en conditions de
laboratoire est tres difficile compte-tenu des nombreuses contraintes liées a leur cycle de
développement (Encart 2). A ce jour, aucun accouplement n’a été observé en conditions

controlées et il n’existe aucune lignée expérimentale de taons.
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1.2. Ecologie des adultes

1.2.1. Période d’activité

1.2.1.1. Acltivité saisonniere

Le stade adulte est relativement court comparé au stade larvaire puisqu’il dure environ 6
semaines (Chvdla 1979). En Europe, les taons sont actifs de la mi-juin a la fin aofit. Dans les
régions nordiques ou montagneuses, les températures printanieres plus basses retardent la
pupaison et la période d’activité des adultes est plus courte (fin juin a fin juillet). A contrario,
dans le sud de I’Europe, les taons émergent plus tot (mars-avril).

Les especes tempérées se succedent au fil de la saison. Les Hybomitra sont souvent les premieres
especes a émerger des la fin mai (Dusbabek 1986; Kili¢ 1993; Altunsoy & Kili¢ 2012). D’autres
especes comme 7. bromius ou P. aprica sont plus abondantes en juillet.

Les pics d’abondance des différentes espeéces varient normalement peu d’une année a 1’autre.
Toutefois, des changements météorologiques saisonniers importants peuvent modifier le moment
d’émergence des adultes, la durée de la période d’activité et le pic d’abondance (Krémar 2005b).
Ainsi, Hackenberger et al. (2009) ont observé une activité précoce de 7. bromius en 2007 dans
les montagnes de Velika Kapela probablement due a des températures supérieures de 3°C par

rapport aux moyennes de saison.

1.2.1.2. Activité journaliére

Les males sont actifs pour la reproduction au crépuscule (matin et soir). Ils volent souvent en
petit groupe de fagon stationnaire en attendant les femelles.

Les femelles taons se nourrissent sur des hdtes vertébrés la journée, a I’exception de T.
paradoxus considérée comme la seule espece nocturne en Europe (Chvdla er al. 1972). Elles
possedent le plus souvent un seul pic d’activité dans la journée, souvent vers midi, mais certaines
especes peuvent étre plus actives en début ou en fin d’apres-midi, voire en début de soirée
(Chvéla 1979; McElligott & Galloway 1991; Oliveira et al. 2007). Une activité bimodale a été
observée chez des especes exotiques comme Haematopota spp. en Ouganda (Harley 1965) et

Cryptotylus unicolor en Guyane (Raymond 1987). L’activité de vol des taons est particulierement
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influencée par les conditions climatiques (vent, humidité, température...) et chaque espece de
taons peut répondre différemment aux fluctuations météorologiques (Van Hennekeler er al

2011).

L’abondance et ’activité des différentes especes de taons peuvent donc varier considérablement
en fonction des parametres environnementaux. Les milieux de montagne, caractérisés par une
grande hétérogénéité des conditions de vie, sont propices a la coexistence de nombreuses especes.
Jusqu’a ce jour, les études sur 1I’écologie des Tabanidae dans les prairies et les pelouses d’altitude
ont été tres limitées. Seul Leclercq (1977) a caractérisé la distribution des especes le long d’un
gradient altitudinal dans les Pyrénées et les Alpes. Or, si I’altitude a une influence sur le climat,
I’exposition, la structure et la dynamique du paysage ont également une influence sensible sur les
conditions de vie et la disponibilité d’habitats pour les différents stades de développement. Les
troupeaux en estive évoluant souvent dans des matrices paysageres complexes, il est ainsi
nécessaire de mieux caractériser I’activité des taons dans ce type de milieu pastoral, d’estimer la
nuisance pour le bétail et d’évaluer [D'influence propre des différents parametres
environnementaux sur la diversité des especes de taons, sur leur abondance et sur le

comportement de piqiire des femelles.

1.2.2. Recherche d’hbtes par les femelles

1.2.2.1. Caracteéristiques de vol et capacité de dispersion

La localisation d’un hdte est souvent cruciale pour les insectes hématophages pour assurer leurs
besoins nutritionnels et reproducteurs. Les dipteres, en particulier, doivent repérer a distance un
hote vertébré mobile (Gibson & Torr 1999). Pour cela, ils vont utiliser des signaux visuels et
olfactifs. Les taons adopteraient deux types de stratégies dans la recherche d’hotes : soit 1’attente

a I’aff(t (« sit and wait »), soit la recherche active (« ranging») qui serait privilégiée.

Les femelles taons ont des trajectoires de vol non linéaires afin d’augmenter leur probabilité de
trouver un hote (x2,5 par rapport a une trajectoire rectiligne) (Konstantinov 1993). Les dipteres

zigzaguent en remontant et en traversant les courants d’airs (anémotaxie) a la recherche d’une

-25-



odeur (Kennedy 1983) qui va influencer la vitesse (orthokinésie) et la sinuosité (klinokinésie) de
leur vol. Le vol de certaines mouches hématophages (G. morsitans morsitans et S. calcitrans) a
été étudié en tunnel de vol. Ces mouches volent moins vite et de facon plus sinueuse en réponse a

un large flux de CO; (Schofield et al. 1995; Paynter & Brady 1996).

En mode de recherche active, les femelles taons utilisent leur vol puissant pour prospecter sur
plusieurs kilometres. Leur dispersion est alors liée a la disponibilité en hotes (Mullen & Durden
2002). Des taons marqués ont ainsi pu étre recapturés a plus de 6 km du site de lacher (Sheppard
& Wilson 1976). L’étude de la capacité de dispersion des femelles 7. abactor montre des taux de
recapture relativement élevés (9% pour les femelles gorgées et 4% pour les non-gorgées) et 85%
des femelles ont été recapturées dans les 8 jours (Cooksey & Wright 1987). Ces études suggerent
que les taons se dispersent par une série de vols courts et qu’ils peuvent rester ou revenir sur le
site de leur précédent repas de sang. Konstantinov (1993) estime le vol quotidien moyen d’un

Hybomitra sp. a environ 1 km, avec un maximum de 2 km.

1.2.2.2. Fonctions sensorielles mises en jeu

La recherche d’hotes vertébrés fait intervenir essentiellement la vision et 1’olfaction des femelles.
Pour évaluer I’'importance respective des signaux visuels et olfactifs, Vale & Phelps (1974) ont
comparé I’ attractivité d’une cible visuelle (modele animal) seule, d’une odeur de beeuf seule et de
I’association des deux. Les taons étaient attirés par les stimuli visuels et olfactifs séparément,
mais les collectes étaient plus élevées lorsque les 2 stimuli étaient utilisés conjointement. Vale &
Phelps (1974) suggerent que les signaux olfactifs induisent un comportement de recherche a
distance alors que les signaux visuels aident davantage a 1’approche finale. Pour évaluer la
distance a partir de laquelle les taons étaient attirés par I’odeur de beeuf, Phelps & Vale (1976)
ont ensuite placé des écrans électriques dans le sens du vent (4-120 m) et contre le vent (15-30 m)
par rapport a un beeuf. L’attraction de femelles P. zonata démarre a 80 m sous le vent et a 15 m

contre le vent alors que I’attraction de femelles Tabanus sp. ne démarre qu’a 15 m sous le vent.
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1.2.2.2.1. La vision

Les études sur la vision des taons ont d’abord montré 1’influence des formes et des couleurs
d’une cible. Phelps & Vale (1976) ont montré qu’un stimulus visuel vertical était moins attractif
qu’un stimulus visuel horizontal. Brown & Bennett (1980) ont collecté davantage de taons sur
des pieges collants bleus, noirs ou rouges comparés a des pieges jaunes. De plus, la présence de
tissus noir a I'intérieur d’un piege augmente la collecte de taons comme cela a été montré chez
les glossines (Green & Flint 1986; Phelps & Holloway 1992). Mihok (2002) a ainsi mis au point
un piege simple et polyvalent, le piege Nzi, fabriqué a partir de tissus bleu et noir qui s’est révélé
étre tres efficace pour les Taons en Afrique, en Amérique du Nord et en Australie (Mihok et al.
2006; Van Hennekeler et al. 2008). Les taons sont également tres sensibles aux mouvements. Un
beeuf mobile attire davantage de taon qu’un boeuf immobile (Phelps & Vale 1976). Enfin, les
taons ont des sites de piqlres tres spécifiques ce qui laisse penser que les signaux visuels a la
surface du corps jouent un role dans I’approche finale (Mullens & Gerhardt 1979; Phelps &
Holloway 1990; Blaho et al. 2012a).

Récemment, Horvith er al. (2008) ont montré que les males et les femelles réagissent
positivement a la lumiere polarisée. Cette vision polarisée ventrale, habituellement propre aux
insectes aquatiques, pourrait €tre utile dans certaines circonstances de la vie des taons (Horvéth et

al. 2008):

La recherche d’hotes herbivores qui s’abreuvent régulierement aux points d’eau ;

Le repérage des gites larvaires favorables et I’oviposition ;

- L’abreuvement et le controle de la température ;

L’orientation des males vers les femelles avant accouplement.

Les femelles sont également sensibles a la polarisation de la lumiere réfléchie par le pelage d’un
animal. Ainsi, un animal sombre attire davantage qu’un animal clair, et un animal avec de
nombreuses petites taches est moins attractif qu’un animal a la robe uniforme (Horvéth et al.
2010; Blaho et al. 2012a). La découverte de cette vision polarisée chez les taons a permis la mise

au point de nouveaux types de picges (Blaho et al. 2012b; Egri et al. 2013a).
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1.2.2.2.2. L'olfaction
Les recherches sur les attractifs des taons ont été menées en Afrique, parallelement aux études sur
les glossines, mais aussi en Amérique du Nord et en Europe (Amsler & Filledier 1994; Krémar et
al. 2006; Mihok et al. 2006). Le dioxyde de carbone (CO,) est le premier attractif qui a été
identifié chez les taons (Wilson et al. 1966; DeFoliart & Morris 1967). Puis, Vale & Phelps
(1974) ont constaté que I’odeur d’un beeuf était également attractive. Vale (1980) a alors comparé
I"attractivité du CO; a I’odeur €émise par un beeuf. Les collectes de P. zonata étaient équivalentes
avec le CO;, a un débit de 3 L/min (x30 par rapport au témoin) et avec 1’odeur de beeuf (x35).
Lorsque le débit du CO, passait a 15 L/min, le CO, (x56) était beaucoup plus attractif que 1’odeur
de beeuf (x6). Selon Vale (1980), I’attractivité de I’odeur de beeuf serait a peu pres entierement

due au CO,.

Par la suite, plusieurs études ont démontré I’ attractivité du CO, chez différentes especes de taons
(Kline et al. 1991; Hayes et al. 1993; Leprince et al. 1994; Cilek & Olson 2008). Le CO, pourrait
ainsi étre un stimulus important dans la recherche et la détection d’hdtes par les femelles
(Leprince & Jolicoeur 1986). McElligott & Mclver (1987) ont suggéré que le CO, agissait a
courte et moyenne distance de 1’hote car les collectes d’Hybomitra spp. étaient quasi-nulles
lorsque les pieges étaient installés a une distance supérieure a 7 m de la source de CO; (1 L/min).
Toutefois, en comparant 1’attractivité d’un beeuf et celle de pieges Canopy avec du CO,, Leprince
et al. (1994) ont observé des résultats différents selon les especes. Tabanus fuscicostatus et T.
lineola étaient capturés en plus grand nombre dans les pieges avec CO, (par rapport au bceuf)

alors que c’était I’'inverse pour L. annulatus.

En plus du CO,, I’octenol et les phénols ont été identifiés comme des composés attractifs pour les
taons, de méme que les urines d’ongulés (Phelps & Holloway 1992; Djiteye er al. 1998; Krémar
et al. 2005; Krémar et al. 2006; Krémar 2007; Mihok et al. 2007; Van Hennekeler et al. 2008;
Mihok & Mulye 2010; Mihok & Lange 2012). Mais, la encore, les réponses des différentes
especes de taons a ces attractifs peuvent varier. En Croatie, par exemple, les pieges Canopy avec
de I’urine d’ane vieillie ont collecté significativement plus d’A.loewianus que les pieges avec un
mélange octenol-acétone-ammoniaque (5:3:2) alors qu’il n’y avait pas de différences entre ces

deux appats pour Tabanus spp. (Kré¢mar et al. 2010).
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Il existerait ainsi des différences de sensibilité olfactive entre les especes de taons. Selon Mihok
& Mulye (2010), ces différences pourraient expliquer en partie les résultats contrastés qui ont été
observés avec les phénols en Afrique, en Croatie et en Amérique du Nord. Mais les études sur
I’olfaction des Tabanidae ont été basées essentiellement sur les réponses comportementales mises
en évidence sur le terrain par les différences de captures entre picges témoin et pieges avec
attractif odorant. Or I’interaction entre les stimuli visuels et odorants qui caractérise souvent ces
dispositifs ne permet pas d’évaluer précisément la sensibilité olfactive des insectes. Celle-ci ne

peut étre mise en évidence que par I’étude physiologique des organes olfactifs, a savoir les

antennes. De telles études n’ont encore jamais €té réalisées.

1.3. Importance médicale et vétérinaire

1.3.1. Nuisance

Les taons ont un impact sur la santé humaine et animale, d’une part a cause de la nuisance qu’ils
occasionnent, d’autre part a travers la transmission d’agents pathogenes (Mullen & Durden
2002). La nuisance des taons est liée a leur piqire, a leur comportement autour de 1’hote et a la
perte de sang induite par la piqilire. Les taons sont des dipteres telmophages, par opposition aux
dipteres solénophages comme les moustiques (Lehane 2005). Une fois posée, la femelle
commence par cisailler la peau de ’hote avec ses mandibules puis elle suce le sang qui s’écoule
de la plaie. Sa piqire est donc tres douloureuse. De plus, la femelle harcele véritablement son
hote afin de trouver un site de piqiire favorable ol elle pourra se gorger complétement sans étre
chassé. En cas d’interruption, elle va immédiatement chercher a compléter son repas sanguin en
attaquant le plus souvent le méme individu (Desquesnes et al. 2009). Une femelle taon
ponctionne de 20 puL pour les especes de petite taille (e.g. C. callidus) a plus de 600 uL pour les
especes de grande taille (e.g. 7. atratus) (Hollander & Wright 1980).
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Chez ’Homme, les taons sont surtout génants pour les agriculteurs (élevage, riziculture) et les
personnes pratiquant des activités de loisirs en extérieur (camping, randonnées, golf, plaisance).
Ils peuvent ainsi constituer un réel probleme économique dans certaines zones comme par
exemple a proximité des marais salants sur la cOte Est des Etats-Unis ou pullulent

majoritairement deux especes, T. nigrovittatus et C. atlanticus (Hansens 1979).

Figure 3. P. aprica sur une patte de vache. Les mouches sucent le sang

autour de la piqilire de la femelle taon. (F. Baldacchino, 2012)

Mais les taons sont surtout une nuisance pour le bétail et les chevaux. Des attaques importantes
peuvent entrainer une réduction du gain de poids des animaux, une baisse de la production de lait
et des lésions au niveau des sites de piqiires. Une pression de 66 a 90 taons par jour peut réduire
le gain de poids journalier de 0,1 kg chez des génisses, notamment a cause du stress induit par les
attaques (Foil & Hogsette 1994). En Oklahoma (USA), pendant les périodes ou les taons sont les
plus actifs, Hollander & Wright (1980) ont estimé une perte de sang supérieure a 200 mL par
animal et par jour. Les sites de piqlires vont de plus attirer les mouches suceuses ainsi que les

mouches a I’origine de myiases (Foil & Hogsette 1994) (Figure 3).
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1.3.2. Agents pathogénes transmis

Krinsky (1976) a répertorié 1’ensemble des agents pathogenes pouvant étre transmis par les taons.
La plupart de ces pathogenes (virus, bactéries, protozoaires) sont transmis de fagon mécanique
mais pour certains, en particulier les filaires, les taons sont des vecteurs biologiques. Le tableau
de I’annexe 2 synthétise 1’ensemble des connaissances actuelles sur les associations observées
entre certaines especes de taons et certains agents pathogeénes en mettant a jour la revue de
Krinsky (1976). La transmission mécanique a été démontrée pour des virus (virus de I’anémie
infectieuse des équidés), des bactéries (Anaplasma marginale, Francisella tularensis, Bacillus
anthracis, ...) et des protozoaires (Besnoitia besnoiti, Trypanosoma spp.). Parmi les
Trypanosomes, Trypanosoma theileri a la capacité de se développer dans I’intestin des tabanides
et la contamination d’un hote pourrait se faire principalement par ingestion des feces de taons
(Bose et al. 1987; Foil 1989). DeGiusti et al. (1973) ont également démontré qu’un tabanide (C.
callidus) pouvait &tre un hote intermédiaire pour un hémoprotozoaire (Haemoproteus
metchnikovi). Enfin, les taons sont des vecteurs biologiques pour des nématodes filaires, en

particulier Loa loa, agent de la loase qui sévit chez I’Homme en Afrique Centrale.

1.3.3. Clés de la transmission mécanique

La transmission mécanique d’un agent pathogene se déroule en 3 étapes (Foil 1989; Desquesnes
et al. 2009) :
- Le vecteur commence son repas de sang sur un hote infecté et contamine ses picces
buccales avec un agent pathogene.
- Le repas de sang est interrompu. Le vecteur retourne alors sur le méme hote ou cherche
un nouvel hote.
- Le vecteur trouve un nouvel hote, non-infecté et susceptible, complete son repas de sang

et introduit I’agent pathogene par le site de ponction.
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Quelles sont les caractéristiques d’un bon vecteur mécanique ?
- Il est fréquemment interrompu lors du repas de sang.
- Il est tres mobile.
- Il a des pieces buccales larges favorisant le transfert d’agents pathogenes.

Les taons sont donc d’excellents vecteurs mécaniques.

La transmission mécanique d’un agent pathogeéne va ainsi étre influencée a la fois par le
comportement des taons et celui de leurs hotes.

Coté vecteur, le transfert d’un agent pathogéne entre deux hotes se fait mieux avec des grandes
especes de taons. En effet, les taons de grande taille changent d’hdtes plus fréquemment que ceux
de petite taille et ils transportent davantage de sang résiduel sur leurs pieces buccales. Cependant,
la densité des différentes especes de taons au sein d’une population peut moduler I’importance
relative des especes les plus grandes. De plus, certaines especes de taons sont plus agressives que
d’autres. Elles vont alors harceler un seul individu jusqu’a gorgement (« feeding persistence »).
Le comportement de ces especes est moins favorable a la transmission mécanique (Foil 1989).
Coté hotes, une densité élevée d’individus tend a diminuer le nombre de piqlires par individu
(Duncan & Vigne 1979). Mais la proximité entre hodtes infectés et non infectés favorise le
transfert d’agent pathogene. La distance entre les individus influence nettement le mouvement
des taons entre les hotes. Apres I'interruption d’un repas sanguin, le pourcentage de taons qui
change d’hdte passe de 11% pour une distance de 5 m a 0% pour une distance de 50 m (Barros &
Foil 2007). Au sein d’une population d’hotes, la prévalence et I'immunité sont également des

variables qui vont influer sur la transmission mécanique d’un agent pathogene.

La quantité et I'infectivité d’un agent pathogene transporté par un taon sur ses pieces buccales
dépend de plusieurs facteurs notamment la quantité de sang résiduel qui reste sur les pieces
buccales apres un repas de sang interrompu, la quantité d’agent pathogene contenu dans le sang
de I’hote infecté et la résistance de I’agent pathogene dans I’environnement. La quantité de sang
qui reste sur les pieces buccales d’un taon de taille moyenne comme 7. fuscicostatus est de 10 £ 5
nL (Foil et al. 1987). En cas de titre élevé en agent pathogene chez 1I’hote (par exemple, 10° doses
infectieuses par millilitre pour le virus de I’anémie infectieuse équine), la piqlire d’un seul taon

peut suffire a infecter un hote susceptible (Hawkins et al. 1976). Enfin, des germes résistants
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peuvent étre transférés dans un délai plus long. C’est le cas de 1’agent de la tularémie ou du
bacille du charbon souvent associés a des infections chez ’Homme faisant suite a des piqiires de

taons (Foil 1989).

Desquesnes et al. (2009) ont développé un modele basé sur des expériences de transmission
mécanique de Trypanosoma vivax par A. agrestis. Ce modele généralisable a I’ensemble des
agents pathogenes transmissibles par des vecteurs mécaniques (taons, stomoxes) est fonction,
entre autres, de la parasitémie des hotes, du nombre d’insectes par animal et de la prévalence
initiale de I’infection. Pour qu’un parasite circule de facon mécanique au sein d’une population
d’hotes, il faut de plus que la présence d’hotes infectés avec des parasitémies €levées coincide
avec de fortes densités de vecteurs. Pour cette raison, la transmission mécanique reste un

phénomene avec une fréquence et un impact tres variables (Desquesnes et al. 2009).

Les taons ne sont donc pas seulement des insectes nuisibles pour le bétail. Les épizooties récentes
d’anémie infectieuse équine, de besnoitiose bovine ou encore de surra en Europe ont mis en
évidence leur role de vecteurs mécaniques. Pour mieux comprendre I'implication des especes
tempérées dans la diffusion de ces maladies, il est nécessaire de mieux connaitre leur
comportement de piqire. L’étude des especes présentes dans les estives pyrénéennes est

intéressante a ce titre car il s’agit d’une zone endémique de besnoitiose bovine.

1.4. Conclusion chapitre et objectifs de la these

L’étude de la biologie et de 1’écologie des taons se heurte a des difficultés méthodologiques, en
particulier I’absence de population de laboratoire, et doit faire face a la grande diversité des
especes et des modes de développement larvaire. Pour protéger les troupeaux domestiques, seules
des mesures visant les insectes adultes, et spécifiquement les femelles, semblent envisageables a
court ou moyen terme. Dans ces conditions, il parait essentiel de comprendre le plus précisément
possible les déterminants du contact entre les insectes et leurs hotes. Comment les insectes se
distribuent-ils dans les différents milieux paturés, quels sont leurs hotes préférentiels, comment

les localisent-ils, quand et comment se nourrissent-ils sont autant de variables a prendre en
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compte pour optimiser la protection des troupeaux. De telles recherches doivent en outre étre

conduites dans des zones de forte diversité (a la fois en Tabanidae et en hotes potentiels).

Concernant 1’écologie des taons, il apparait ainsi que les estives de haute-montagne, qui ont

jusqu’a présent été peu étudiées, sont au centre de nombreux enjeux : la diversité des habitats et

les forts contrastes climatiques peuvent étre favorables a la coexistence de nombreuses especes de

taons, la déprise pastorale du XXe siecle s’est accompagnée d’une forte augmentation des

effectifs d’ongulés sauvages qui constituent autant d’hdtes potentiels pour les taons, enfin la

richesse biologique remarquable et la grande vulnérabilité de ces milieux impliquent de réduire

autant que possible 1’usage des insecticides utilisés communément pour protéger les animaux.

Notre travail s’est donc organisé autour de deux grands axes :

i)

ii)

Le premier axe (chapitre 2) avait pour objectif de caractériser le comportement des
femelles adultes dans leur environnement : identifier la réponse des différentes
especes aux facteurs environnementaux (préférences d’habitats), caractériser 1’activité
des taons au contact du bétail et les réactions de défense des animaux, estimer les
éventuelles préférences trophiques des principales especes ;

Le second axe (chapitre 3) était centré sur la physiologie olfactive et le comportement
des femelles vis-a-vis des odeurs d’hotes : nous avons a la fois cherché a déterminer si
des especes partageant un méme habitat pouvaient avoir des tropismes olfactifs
différents et si ces différences pouvaient étre associées a des sensibilités antennaires
spécifiques ; nous avons également évalué 1’attractivité des kairomones que sont les

urines d’ongulés et certains de leurs composés (octénol, phénols).
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Chapitre 2 : Les Tabanidae et leurs hotes dans les
estives de haute-montagne

Toute étude d’écologie s’inscrivant dans un environnement déterminé étant susceptible de réduire
la portée des résultats, il était essentiel de placer nos travaux dans un environnement contrasté
potentiellement favorable a la coexistence de nombreuses especes de taons et abritant une grande
diversité d’hotes potentiels.

En montagne, les vallées se caractérisent par des expositions a forte opposition (versants exposés
Nord/Sud pour la chaine pyrénéenne), par I'influence de différents climats et par un paysage en
mosaique (foréts, prairies, pelouses, végétations mixtes) issu des activités agro-pastorales
(Esteban et al. 2009; Gracia et al. 2011). Dans ces espaces, les ongulés sauvages, notamment les
cervidés, sont tres nombreux et constituent des hdtes potentiels pour les taons, en plus des
ongulés domestiques (Wilson & Richards 1969; Magnarelli & Anderson 1980). La diversité des
paysages et la multiplicité des hotes est ainsi favorable a la richesse et a I’abondance des taons
(Leclercq 1977).

En France, les Pyrénées constituent une zone particuliere puisqu’il s’agit d’une région endémique
de besnoitiose bovine, maladie qui se propage en Europe depuis les années 2000 et dont les taons

constituent des vecteurs mécaniques potentiels (Jacquiet et al. 2010; Alvarez-Garcia et al. 2013).

Nos travaux sur I’écologie des Tabanidae dans les estives de haute-montagne ont donné lieu a
trois publications :

- Un premier article (Article 1), publié dans Bulletin of Entomological Research, décrit la
distribution spatio-temporelle des Tabanidae dans les estives et souligne I'influence de
I’altitude et du paysage sur la richesse et ’abondance des especes.

- Un deuxieme article (Article 2), soumis a Bulletin of Entomological Research, caractérise
I’activité des taons autour d’un troupeau et les réactions de défenses des bovins.
L’utilisation de modeles linéaires généralisés mixtes nous a permis d’évaluer 1’influence
des conditions climatiques sur les attaques des taons.

- Un troisieme article (Article 3), publié dans Veterinary Parasitology, illustre le
comportement trophique des taons dans les Pyrénées et montre son implication potentielle

dans la transmission de la besnoitiose bovine.
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2.1. Influence des variables environnementales sur la distribution

des Tabanidae

2.1.1. Différentes variables environnementales

2.1.1.1. Conditions météorologiques

Les conditions météorologiques varient en fonction du moment de ’année et de ’heure de la
journée. Elles vont ainsi influencer la distribution saisonniere des especes (Krémar 2005b;
Hackenberger et al. 2009) et leur activité journaliere (Van Hennekeler er al. 2011). Les
parametres climatiques impliqués sont la température, I’humidité relative, 1’évaporation, la

vitesse du vent, la pression atmosphérique et I’intensité lumineuse ou le rayonnement solaire.

En Alabama (USA), Burnett & Hayes (1974) ont observé que la pression atmosphérique avait
I’effet le plus important sur I’activité de femelles Tabanus spp. En Caroline du Nord (USA), Dale
& Axtelle (1975) ont montré que ’activité optimale de 7. nigrovittatus était corrélée a des
températures proches de 25°C, a une intensité lumineuse intermédiaire (10 000 Lux) et a
I’absence de vent. En Caroline du Sud, Alverson & Noblet (1977) ont trouvé que la pression
atmosphérique, la température, I’humidité relative et la couverture nuageuse étaient des facteurs
déterminants pour I’activité des taons. L’importance relative des différents parametres
climatiques semble étre dépendante du type de piege utilisé pour évaluer 1’activité des taons, du

site d’étude et des especes collectées.

Des études menées au Japon et en Australie ont confirmé que I'influence des conditions
météorologiques variait d’une espece a 1’autre. A Kuriyagawa (Japon), Amano (1985) a montré
que le rayonnement solaire, I’humidité relative et la vitesse du vent affectaient significativement
I’activité de vol des femelles. Ainsi, une humidité relative élevée avait un effet négatif sur une
espece a activité diurne comme 7. nipponicus et, au contraire, peu d’effet sur des especes a

activité crépusculaire.
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A Townsville (Australie), Van Hennekeler et al. (2011) ont observé, de plus, que I'influence de
certaines variables changeait en fonction de la période de la journée. Par exemple, sur la période
10h-13h, une augmentation de la vitesse du vent entrainait une diminution significative des

collectes de T. townsvilli.

Des conditions climatiques tres défavorables avec une température trés basse, un rayonnement
solaire tres faible et une humidité relative tres élevée ont ainsi un effet inhibiteur sur 1’activité des
femelles adultes. Le vent, lui, va directement affecter leur vol. En effet, lorsque la vitesse du vent
excede la vitesse du vol de I’insecte, ce dernier n’a plus la capacité a diriger son vol. De plus, les
rafales de vent perturbent les bouffées d’odeurs présentes dans ’air et I'insecte ne peut plus

s’orienter correctement (Gibson & Torr 1999).

2.1.1.2. Altitude et exposition

En zone de montagne, I’altitude et I’exposition sont des facteurs déterminants pour les conditions
météorologiques et le paysage. Deux types de variables environnementales changent avec
I’altitude, celles physiquement liées a 1’élévation par rapport au niveau de la mer (pression
atmosphérique, température, luminosité...) et celles qui ne sont pas spécifiques a I’altitude
(humidité, vent, durée d’ensoleillement, nature du sol...) (Korner 2007). Des expositions ou des

versants opposés sont le plus souvent soumis a des types de climats différents.

Les études menées sur les Tabanidae dans des zones d’altitude sont peu nombreuses. Des
collectes faites au Tennessee (USA) a deux altitudes différentes (250 et 600 m) ont montré que
certaines especes €taient présentes uniquement a 600 m alors que la plupart des especes étaient
présentes partout (Mullens & Gerhardt 1980). En Croatie, I’altitude et la végétation expliquaient
en partie la richesse et I’abondance des especes capturées le long d’un transect (6 — 1157 m)
(Hackenberger et al. 2009). De plus, les déterminants climatiques étaient différents selon le
versant considéré : température et vent pour le versant sud (climat méditerranéen) et humidité
pour le versant nord (climat continental). En Arménie, Dolin & Andreeva (1983) ont observé que
I’activité de T. infestus dépendait de I’altitude dans la région montagneuse du Nakhitchevan

(1400-1700 m).
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En France, la diversité des taons et leurs altitudes préférentielles ont été étudiées dans les Alpes et
les Pyrénées par Leclercq (1971a, b). La limite entre especes « de plaines » et especes « de
montagnes » se situe aux environs de 600 m en Suisse mais, ailleurs, cette estimation varie

suivant la latitude et I’exposition du massif (Leclercq 1977).

2.1.1.3. Structure du paysage

Les communautés d’insectes sont influencées par les variations d’habitats soit a 1’échelle du
paysage soit a I’échelle de I’habitat. La réponse dépend de la taille du taxon considéré, de son
domaine vital et de sa capacité de dispersion. Par exemple, dans les zones de montagnes, la
richesse et I’abondance des différentes especes de bourdons sont liées a la structure du paysage a

I’échelle de I’habitat et du paysage (Hatfield & LeBuhn 2007).

Chez les Tabanidae, 1’habitat forestier est un habitat préférentiel pour le repos (Okiwelu 1977).
Au Texas (USA), une étude a montré que les femelles 7. abactor privilégiaient, pour leur repos
nocturne, les vallées ou versants abrités a basse altitude par rapport aux collines ouvertes
(Kingston et al. 1986). Dans ces sites, les taons sont capturés a différentes hauteurs (42% entre 1

et 1,50 m au-dessus du sol) dans des habitats densément couverts.

Les milieux ouverts, par contre, sont plus favorables a le recherche active d’hdtes puisqu’un hote
est détectable plus facilement et de plus loin qu’en milieu forestier (Barros 2001). En Louisiane
(USA), une activité maximale de T. fuscicostatus et T. lineola a été observée en lisiere de forét.
L’activité de ces taons diminuait de fagon significative en milieu ouvert, au-dela de 200 m, et en
forét, au-dela de 20 m (Sheppard & Wilson 1977). Il existe donc un effet lisiere sur ’activité des
femelles a petite échelle. Mais la structure paysagere foréts — zones ouvertes influence-t-elle

également la richesse et I’abondance des especes de taons a plus grande échelle?
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2.1.2. Distribution spatio-temporelle des Tabanidae dans les Pyrénées

Article 1 : Spatial and temporal distribution of Tabanidae in the Pyrenees Mountains:
the influence of altitude and landscape structure.
F. Baldacchino, A. Porciani, C. Bernard & P. Jay-Robert.
Bulletin of Entomological Research, in press (2013)
http://dx.doi.org/10.1017/S0007485313000254

Résumé

Différents parametres environnementaux semblent influencer la distribution des Tabanidae,
notamment [’altitude et le paysage (Sheppard & Wilson 1977; Dolin & Andreeva 1983;
Hackenberger et al. 2009). Cependant, la distribution des taons est tres peu documentée dans les
zones de montagnes, en particulier aux altitudes ou le bétail passe 1’été (> 1500m). Nous avons
donc mis en place un dispositif expérimental afin (i) d’évaluer 1’influence de I’exposition, de
I’altitude, de la proximité des points d’eau et du paysage forestier sur la richesse et I’abondance

des taons, et (i1) d’étudier 1’activité saisonniere et journaliere des principales especes présentes.

Deux vallées ont été choisies comme sites d’étude (Figure 4), I’'une exposée au nord et 1’autre
exposée au sud. Des pieges Nzi et Vavoua (Figure 5), appatés avec de 1’urine de vache vieillie,
ont été installés en bindme dans chaque vallée le long d’un gradient altitudinal (~1500, ~1800 et
~2000 m) et a distance croissante de la riviere (0, 200 et 400 m) (Figure 6). La structure
paysagere a été définie dans une zone tampon de 200 m (diametre) autour de chaque position de
piégeage (N=18). Les habitats forestiers (foréts denses) et ouverts (pelouses, patures, tourbieres,
végétation mixte, roches, eau) ont été délimités sous ArcMap 9.3 (ESRI Inc., California, USA)
dans chaque zone tampon et caractérisés selon la surface totale (ha) — Class Area (CA) —, la
surface moyenne (ha) — Mean Patch Size (MPS) — et la complexité de la forme (m/ha) — Mean
Perimeter Area Ratio (MPAR).

Huit sessions de collecte de 48h ont été menées entre mai et octobre 2011 pour suivre 1’activité
saisonniere des taons. Pour étudier I’activité journaliere des principales especes, nous avons
effectué trois sessions de collectes de 12h avec des relevés toutes les 2h, entre 7h et 19h. Les

taons collectés ont été identifiés d’apres les clés de Chvala et al. (1972).
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Figure 5. Pieges Nzi et Vavoua en binéme (P. Jay-Robert, 2011)
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Figure 6. Sites d’étude : Vallées A (la Mouline) et B (Mantet)
Les localisations des pieges sont notées de 1 a 9 selon un gradient altitudinal.

2020 taons (dont un male) appartenant a 19 especes ont été collectés (Genres Philipomyia,
Tabanus, Hybomitra, Atylotus, Haematopota et Chrysops). Les pieges Nzi se sont révélés les plus
efficaces pour la collectes des Tabanini (tests significatifs pour Philipomyia et Tabanus, especes
les plus abondantes). Ces pieges ont également montré leur efficacité en Afrique, en Amérique du

Nord et en Australie (Mihok 2002; Mihok et al. 2006; Van Hennekeler et al. 2008).

Une premiere analyse en composantes principales (ACP) a montré qu’une des 18 positions de
piégeage présentait une faune particuliere. Il s’agissait d’une position située a proximité d’un lac
d’altitude, particuliecrement propices aux Chrysops et aux Haematopota. Cette position a été
exclue pour la suite des analyses. Une analyse canonique des correspondances (ACC) a été

réalisée avec les 17 positions restantes et les différentes variables environnementales (exposition,
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altitude, distance a la riviere et parametres paysagers) sous Canoco 4.5 (ter Braak & Smilauer

2002).

L’ ACC a permis d’expliquer 66% de la distribution des taons et trois variables ont une influence
significative : I’exposition, 1’altitude et la taille moyenne des zones ouvertes (Figure 7). D’apres
les tests de corrélation de Spearman, 1’altitude (entre 1500 et 2000 m) a eu un effet positif sur H.
auripila (espece de montagne dans le sud de I’Europe) et un effet négatif sur 7. bromius et P.
aprica (especes a large distribution). La diversité en especes et 1’abondance de P. aprica, T.
bromius et T. glaucopis furent négativement corrélées avec I’augmentation de la taille moyenne

des zones ouvertes et/ou positivement corrélées avec la complexité de forme de ces habitats.
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Figure 7. Analyse canonique des correspondances (ACC) : représentation de la
distribution des especes en fonction des différentes variables environnementales

La taille des cercles est proportionnelle a 1’abondance totale des collectes pour chaque
espece. Les variables environnementales sont I’exposition (SLOPE), I’altitude (ALT),
la distance a la riviere (DIS) et, pour les habitats forestiers (F) et ouverts (UF), la
surface totale (CA), la taille moyenne des patch (MPS) et la complexité de la forme
des patch (MPAR). L’effet de chaque variable (valeurs F et p) est reporté dans le
tableau et les effets significatifs sont notés en gras (P<0,01).
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Notre travail a ainsi montré que 1’altitude et le paysage ont une influence sur la distribution des
taons. Les zones de transition forét — milieu ouvert sont des habitats préférentiels pour les taons
car elles sont situées a faible distance des gites larvaires, des aires de recherche d’hdtes et des
gites de repos pour les adultes (Kingston et al. 1986; Barros 2001; Andreeva et al. 2009). Or,
dans les Pyrénées, comme dans la plupart des montagnes d’Europe, la déprise agricole du siecle
dernier a favorisé I’expansion des foréts et la réduction des milieux ouverts (Gracia et al. 2011).
Ceci pourrait étre favorable a une augmentation des populations de taons dans les foréts de

moyenne altitude.

En revanche, nous n’avons pas mis en évidence de relation entre la distribution des taons et la
distance par rapport a la riviere. Ceci peut s’expliquer par (i) la multiplicité des points d’eau
permanents ou temporaires dans chaque vallée (riviere, ruisseaux, tourbieres), (ii) la diversité des
gites larvaires selon les especes (par exemple, larves de 7. bromius semi-aquatiques et larves de
P. aprica terrestres) (Andreeva et al. 2009), (iii) et la grande capacité de dispersion des adultes
(sauf pour les especes petites comme Chrysops sp. et Haematopota sp.) (Chvéla et al. 1972;

Konstantinov 1993).

Dans chaque vallée, nous avons observé une succession des especes entre fin-juin et fin-aolt avec
un pic d’abondance des taons début aolt. La période d’activité fut plus courte dans la vallée
exposée au sud. Les especes de montagne comme H. auripila sont les plus précoces suivi par des
especes plus communes comme 7. bromius et P. aprica. Cette succession d’especes a aussi €té

montrée en Turquie et en République tcheque (Dusbabek 1986; Altunsoy & Kili¢ 2012).

En estive, les principales especes de taons sont actives entre 9h et 19h avec un pic d’activité entre
11h et 13h (GMT+1). En Bulgarie, T. bromius était aussi tres actif en milieu de journée (12h-
15h) (Ganeva 1999). En revanche, sur le Caucase, Chvala (1979) a observé une activité maximale
de Tabanus spp. et de Philipomyia spp. entre 16h et 18h. La température, I’humidité et les vents
thermiques pourraient expliquer ce pic d’activité en fin d’apres-midi. L’étude de I’influence des
variables environnementales sur les piqlires de taons nous permettra d’évaluer la relation entre

I’activité des taons et les conditions climatiques (Article 2).
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Article 1 : Spatial and temporal distribution of Tabanidae in the Pyrenees Mountains:
the influence of altitude and landscape structure.
F. Baldacchino, A. Porciani, C. Bernard & P. Jay-Robert.
Bulletin of Entomological Research, in press (2013)
http://dx.doi.org/10.1017/S0007485313000254
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Abstract

In high-altitude summer pastures, horseflies (Diptera: Tabanidae) can be a serious
nuisance to livestock, as well as mechanical vectors of animal diseases such as
besnoitiosis, an enzootic disease in the Pyrenees. However, the activity of horseflies in
mountainous environments is poorly documented. To study the seasonality and
distribution of tabanids in the Pyrenees Mountains, a sampling design was set up in
two valleys on opposite sides of the mountain, one north-facing and one south-
facing, along high-elevation gradients and at different distances from a water body
between May and October 2011. The influence of the landscape on species richness
and abundance was assessed by taking into account forested and unforested areas in
200 m radii around the trapping sites. Our findings indicated that: (1) The slope, the
altitude and the size of unforested patches significantly influenced community
composition of tabanids. (2) Altitude had a positive or a negative effect, depending
on the species. (3) Species richness and abundance were negatively correlated
with large open habitats and positively correlated with patch-shape complexity.
(4) Seasonal succession of the most abundant species was observed in both valleys,
with a maximum of catches at the beginning of August; however, tabanid activity
ended earlier in the southern valley, which was more exposed to sunlight.
(5) Philipomyia aprica, Tabanus bromius, Tabanus glaucopis and Hybomitra auripila
were active from 9:00 to 19:00 h (GMT +1), with a peak of activity at midday. This
paper also discusses the implications of these findings in relation to changes in
horsefly distribution and their control in mountainous environments.

Keywords: Tabanidae, Pyrenees, elevation, landscape, seasonal abundance,
daily activity
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Introduction
The management of suckler cattle in European mountain
*Author for correspondence conditions is based on long winter housing phases, imposed
Phone: + 33 4 67 14 23 21 by the climatic conditions, followed by summer grazing on
Fax: + 334 67 14 24 59 high-altitude pastures during the period of higher availability
E-mail: frederic.baldacchino@cefe.cnrs.fr and quality of grass (Casasus et al, 2002). However, in
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Fig. 1. Studied valleys (A and B) with vertical profiles of the trapping locations. Trapping locations were numbered from 1 to 9.

mountainous areas, cattle are particularly exposed to
ectoparasites, especially horseflies (Diptera: Tabanidae).
Horseflies are large haematophagous insects that feed on the
blood of ungulates and can be a serious nuisance for livestock
(Mullen & Durden, 2002). Previous studies have shown that
grazing animals are likely to be particularly bothered by
tabanids, and when the fly load is high, they may move to
habitats with maximal exposure to wind or with mixed
vegetation, for example, bushy areas, where tabanids are
less active (Hughes et al., 1981; Raymond & Rousseau, 1987).
In addition, tabanids are mechanical vectors of pathogens
such as Besnoitia besnoiti, a sporozoan parasite enzootic to the
Pyrenees, but currently considered an emerging disease in
Europe (Foil, 1989; EFSA, 2010; Jacquiet ef al., 2010; Gentile
etal., 2012). High-altitude pastures are areas with a high risk of
transmission, as sick livestock can mix with healthy livestock
in the herd.

The occurrence and activity of tabanids depend on the
presence of the host animal, as well as on environmental
parameters such as climatic conditions (temperature, humid-
ity and wind) and landscape parameters (water, vegetation
and altitude) (Chvala et al., 1972; Sheppard & Wilson, 1977;
Hackenberger et al., 2009; Van Hennekeler et al., 2011). Insect
communities may be influenced by habitat variation at the
scale of a patch and /or the landscape, depending on the focal
taxa’s body size, home range area and dispersal distances.
For example, species richness and abundance of bumblebees
in mountainous areas is influenced by both patch and
landscape factors (Hatfield & LeBuhn, 2007).

In Europe, most ecological studies dealing with tabanids
have been conducted in plains habitats, with only a few
studies carried out in mountainous areas (Chvala, 1979;
Hackenberger et al., 2009). However, Koerner (2007) under-
lined the importance of altitude in ecological research, and

altitude has been virtually proven to influence the distribution
of insects (McCoy, 1990; Hodkinson, 2005; Pyke et al., 2011).
Moreover, the richness of Tabanidae fauna in European
mountains (the Alps and the Pyrenees) was shown by
Leclercq (1971, 1977) who has attempted to characterize the
altitudinal distribution of species.

The eastern Pyrenees are an ideal study site for evaluating
the influence of environmental variables on diversity and
abundance of tabanids. The climate of this region is influenced
by both Mediterranean and oceanic climatic conditions
(Esteban et al., 2009). The transversal aspect of the main
valleys in relation to the north—-south axis results in two clearly
contrasted slopes, one dry and one wet. Furthermore,
agricultural and pastoral activities have created a structured
mosaic of landscapes, modified by the expansion of forest
areas over the last few decades (Gracia et al., 2011). The
selection of this area for our study allowed us to consider
the effects of different altitudes along high-elevation gradi-
ents, the effects of distance from water bodies — which are
known as breeding sites for tabanids — and the effects of
landscape factors on the distribution of tabanids. Seasonality
and daily activity patterns of the main species present were
also recorded.

Materials and methods
Study sites

Two sampling valleys (A and B) of summer pasture
grounds on opposite slopes were selected in the eastern
Pyrenees, France (fig. 1). Valley A is located in the summer
pastures of La Mouline, ranging from 850 to 2300m above
sea level on the southeast slope of the Madres massif (2°14'E,
42°37'N). The climate is influenced by Mediterranean and
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©  Trapping location
—  Radius

/] Forested area
D Unforested area

Fig. 2. Example of 200m radii around three trapping locations. Polygon-shaped patches of forested and unforested habitats were delineated

using aerial photographs.

alpine conditions, with a mean annual temperature of 10.8°C
and annual rainfall of 753 mm (Nohedes village, 1000m a.s.1.,
at a distance of 4km) (Roux et al., 2011). This area is in the
centre of the Madres-Coronat Natura 2000 site (FR9101473)
and includes Evol Lake (‘Gorg Negre') at 2083m a.s.l. It is
characterized by dense grassland (Isoefes echinospora) around
the lake, peat bogs, forests of mountain pine (Pinus mugo) and
granitic scree.

Valley B is located in the Mantet Natural Reserve, ranging
from 1450 to 2700m a.s.l. on the northwest slope of the
Costabona massif (2°18'E, 42°28'N). The climate is influenced
by both moderate Atlantic and orogenic continental con-
ditions with a mean annual temperature of 9.5°C and annual
rainfall of 855mm (Mantet village, 1545m a.s.l) (Mantet
Natural Reserve data, unpublished). This area is characterized
by metamorphic rocks from the Mantet-Fillos rift. It is
a complex mosaic of woodlands (Pinus uncinata and Betula
spp.), moorland (Cytisus oromediterraneus), rocks, pastures
and grasslands. Wetlands and aquatic habitats are poorly
represented.

Sampling

Figure 1 represents the two valleys with the vertical profile
of the trapping locations. To evaluate the altitudinal effect,
three transects at different altitude levels were designated in
each valley: low (A1-A3: 1373-1554m, B1-B3: 1580-1732m),
medium (A4-A6: 1757-1921m, B4-B6: 1824-1932m) and
high (A7-A9: 2087-2258 m, B7-B9: 2101-2205m). Along each
transect, three locations were fixed at an increasing distance
from the nearest river (0m, 200m and 400m) to evaluate
the influence of the proximity of water bodies. In both valleys,
the respective rivers were considered the main water
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body, except for the highest altitude level of valley A, where
the transect starts at the shore of the lake.

Mapping

To evaluate the influence of landscape factors, aerial
photographs were analysed using ArcMap 9.3 (ESRI Inc.,
California, USA). Radii of 200m were overlaid on trapping
locations (fig. 2). The radii were quite large in size because
tabanids are strong, fast fliers. Studies conducted on tabanid
dispersal have shown that the mean daily flying distance is
less than 1-2km, although unfed tabanids may disperse over
distances of more than 6km (Sheppard & Wilson, 1976;
Cooksey & Wright, 1987; Konstantinov, 1993; Barros & Foil,
2007). In each radius, polygon-shaped patches of homo-
geneous habitat were delineated according to the vegetation
cover using aerial orthophotography from 2009 and classified
into two land-cover classes: forested and unforested (fig. 2).
Forested patches corresponded to conifer forests, and unfor-
ested patches corresponded to open areas such as grasslands,
pastures, moors, bushes, rock, water or mixed vegetation.

Landscape metrics were calculated in each radius using the
patch analyst extension for ArcGis 9.x. In each radius, forested
and unforested patches were characterized by their total
surface area (CA, ha), the mean patch size (MPS, ha) and their
mean perimeter-area ratio (MPAR, m ha~') as an indicator of
the patch-shape complexity (table 1).

Around trapping locations, the landscape was largely
dominated by unforested habitat. The number of forested and
unforested patches was quite similar, but the MPS was four
times higher for unforested patches. Conversely, the MPAR
was two times higher for forested patches.
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Table 1. Landscape parameters extracted from thematic maps for each radius with the mean and standard deviation for each class

(forested vs unforested).

Classification Parameter (abbreviation) Class Mean SD Unit
Area Class area (CA) Forested 2.83 247 ha
Unforested 9.73 247 ha
Patch density and size metric Mean patch size (MPS) Forested 187 1.96 ha
Unforested 7.68 3.94 ha
Shape metric Mean perimeter-area ratio (MPAR) Forested 726.2 708.2 mha !
Unforested 3733 508.3 mha™!

Trapping

One Nzi trap (Mihok, 2002) and one Vavoua trap
(Laveissiere & Grebaut, 1990) were used at each trapping
location. The distance between traps was about 10m. The traps
were made from blue and black components (SuperMaine
300g cotton/polyester 65/35, TDV Industries, France) and
polyester mosquito netting. Aged cow urine (50ml) was used
as the attractant and placed under each trap in plastic vials
with a 2.5-cm aperture. The front of each Nzi trap was
positioned facing west. A total of eight collections in each
valley were made over the period of May to September 2011.
Each collection was conducted over a continual 48-hour
period. Tabanids were identified using Chvila’s key (Chvala
1972). Each sampling unit (SU) consisted of the total catches
obtained in a pair of Nzi-Vavoua traps during a 48-hour
session. Then, all the abundance data per species from the
72 SUs (8 collectionsx 9 trapping locations per valley) were
used to analyse the spatial and temporal distribution of
tabanids.

Daily activity pattern

To investigate the daily activity pattern of tabanids,
collections were made in selected locations on selected days
and times. In valley A, collections were made at three locations
(A3, A4 and A7) on 1 August 2011, and in valley B at five
locations (B1, B2, B4, B5 and B6) on 11 August 2011 and at
three locations (B7, B8 and B9) on 7 July 2012. Species were
collected during six consecutive 2-hour periods from 7:00 to
19:00 h (GMT+1). Only one Nzi trap baited with aged cow
urine was used at each location.

The results took account of all trapping locations in valley
A and B during the three collection days. The percentages
of the total number of each species were calculated for each
2-hour period.

Statistical analyses

Differences in catches between Nzi traps and Vavoua traps
were compared using the non-parametric Wilcoxon signed-
rank test (W). Species accumulation curves for each valley
were constructed using EstimateS (Colwell et al., 2012).
A correspondence analysis and a canonical correspondence
analysis (CCA) were performed per trapping location on
abundance log-transformed data using Canoco 4.5 (ter Braak
& Smilauer, 2002). For the CCA, the environmental data-set
consisted of a matrix of nine variables: the slope (valley A
vs valley B), the altitude, the distance from the river and the
three landscape metrics (CA, MPS and MPAR) calculated for
forested (F) and unforested (UF) patches (table 1). During the
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CCA, Monte Carlo permutations (n=499) were performed
in order to identify the subset of environmental variables that
exerted a significant influence on tabanids distribution at
P<0.01. Correlations between the total number of species or
the abundance of main species and (i) the altitude, (i) the
distance from the river and (iii) the landscape metrics were
evaluated using Spearman’s rank-order correlations coeffi-
cient (r;) with Monte Carlo permutations (1=9999). Statistical
tests were performed with PAST 2.12 (Hammer ef al., 2001).

Results
Effectiveness of traps

A total of 2020 tabanids (2019 females and one male)
belonging to 19 species in six genera (Philipontyia, Tabanus,
Hybomitra, Atylotus, Haematopota and Chrysops) were captured
over the period of the study (table 2). Most of the insects,
including the only male, were Philiponyia aprica (Meigen 1820)
(55.8%). Other abundant species were Tabanus bromius
Linnaeus 1758 (13.4%), Hybomitra auripila (Meigen 1820)
(9.8%) and Tabanus glaucopis Meigen 1820 (9.2%).

The Nzi traps consistently caught more tabanids than
the Vavoua traps, with a total of 1824 specimens (90%):
Philipomyia spp. (88%, W=36, P=0.01), Tabanus spp. (92%,
W=21, P=0.04), Hybomitra spp. (88%, W=15, P=0.09) and
Atylotus spp. (83%, W=12, P=0.27). Nzi traps seemed less
effective for Chrysops spp. (63%, W=3, P=0.6) and
Haematopota spp. (28%, W=6, P=0.33), and very few speci-
mens of these two genera were collected.

Spatial distribution

During the study, we collected more species but less
specimens in valley A (N=18, n=731) than in valley B (N=13,
n=1289). Catches of the four main species were more
numerous in valley B. Species accumulation curves show
that the sampling effort was quite sufficient for estimating
species richness in both valleys and that species richness was
higher in valley A (fig. 3).

The initial correspondence analysis revealed that trapping
location A7, close to the lake, was an outlier (fig. 4). Therefore,
a second correspondence analysis was done without this
sample. Locations in valleys A and B were separated along the
first axis, while higher locations (A8, A9, B8 and B9) were
clustered along the second axis. To investigate community
composition in relation to environmental variables, a CCA
was performed (fig. 5). The A7 sample was not included in the
analysis and two samples were downweighted as they were
detected as outliers with a high influence. The results of the
CCA were significant, explaining 66.2% (P =0.002) of tabanids
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Table 2. List of collected Tabanidae species and the number of individuals of each species.

Species Valley A, n Valley B, n Total, n
P. aprica (Meigen 1820) 468 659 1127
T. bromius Linnaeus 1758 68 202 270
H. auripila (Meigen 1820) 31 166 197
T. glaucopis Meigen 1820 9 177 186
Hybomitra montana (Meigen 1820) 28 32 60
Hybomitra distinguenda (Verrall 1909) 17 16 33
Haematopota pluvialis (Linnaeus 1758) 25 6 31
Atylotus fulous (Meigen 1804) 26 3 29
Tabanus maculicornis Zetterstedt 1842 26 1 27
Tabanus quatuornotatus Meigen 1820 4 13 17
Tabanus sudeticus Zeller 1842 3 7 10
Tabanus exclusus Pandelle 1883 8 0 8
Chrysops relictus Meigen 1820 8 0 8
Hybomitra caucasica (Enderlein 1925) 1 4 5
Haematopota scutellata (Olsufjev, Moucha & Chvila 1964) 4 0 4
Tabanus rupium (Brauer 1880) 0 3 3
Chrysops caecutiens (Linnaeus 1758) 3 0 3
Tabanus miki Brauer 1880 1 0 1
Chrysops sepulcralis (Fabricius 1794)" 1 0 1
Total 731 1289 2020

L Specimen not collected in a trap.

Valley A

Valley B

Number of species
v 5

0 20 40 60
Number of sampling units

Fig. 3. Species accumulation curves for valleys A and B (each is
shown with its 95% confidence interval).

distribution. The results indicated that three variables signi-
ficantly influenced fauna: slope, altitude and the mean patch
size of unforested patches (P <0.01).

The relationships between the number of taxa or the
abundance of the main species and (i) the altitude, (ii) the
distance from the river and (iii) the landscape context were
also assessed by Spearman’s correlation analysis. All the
significant results are summarized in table 3. They show that
(i) no correlation occurred between the diversity of tabanids
and altitude. However, the abundance of P. aprica and
T. bromius were negatively correlated with altitude in valleys
A and B, whereas H. auripila was positively correlated with
altitude in valley B. (ii) Distance from the river had no
perceptible effect on the catches. (iii) Species richness was
positively correlated with the size of forested patches, and
negatively correlated with the surface covered by unforested
habitats. The shape complexity of unforested patches also had
a positive effect on the number of taxa. In both valleys, the

abundance of P. aprica was positively correlated with the
shape complexity of unforested patches, but negatively
correlated with the size of unforested patches. In valley B,
the size of unforested patches had a negative effect on the
abundance of T. bromius and T. glaucopis, and the shape
complexity of unforested patches had a positive effect on the
abundance of T. bromius.

Seasonal abundance and daily activity

In both valleys, tabanids were active from early June to
early September — only a few specimens were collected in late
May and late September. The largest number of individuals
and species were collected in early August in valley A and
in mid-August in valley B (fig. 6). There was a seasonal
succession of the four main species. H. auripila was the first
species collected in abundance, with a peak in late June in both
valleys; P. aprica was active from late July to mid-August,
with the shortest flight period in valley A; T. bromius had the
longest flight period, from late June to mid-August, with a
peak in abundance in early August in valley A, extending to
mid-August in valley B. The last to appear was T. glaucopis,
which peaked in abundance in mid-August in valley B.

Tabanids were active from 9:00 to 19:00h (fig. 7).
The diurnal activity of H. auripila, P. aprica, T. bromius and
T. glaucopis was characterized by a one-peak curve which
reached a maximum between 11:00 and 13:00 h (GMT+1).
During this period, 40-50% of tabanids were collected.

Discussion
Efficiency of traps and daily flight activity

Our results showed that Nzi traps were more effective than
Vavoua traps for sampling Tabanidae species. The efficiency
of these traps has been previously demonstrated in Africa,
North America and Australia (Mihok, 2002; Mihok et al., 2006;
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Table 3. Landscape parameters with significant positive or negative effects on species
richness and abundance of tabanids using Spearman’s rank-order correlation (P <0.05, Monte
Carlo permutation test based on 9999 random replicates)

Species richness/species Parameters (Class) Spearman P-value Valley
Number of species CA (unforested) —0.55 0.020 AB
Number of species MPS (forested) 0.52 0.028 AB
Number of species MPS (unforested) —0.52 0.027 AB
Number of species MPAR (unforested) 0.48 0.041 AB
P. aprica Altitude —051 0.029 AB
P. aprica MPS (unforested) —0.52 0.028 AB
P. aprica MPAR (unforested) 0.52 0.026 AB
T. bromius Altitude —-0.55 0.018 AB
T. bromius MPS (unforested) —0.69 0.044 B
T. bromius MPAR (unforested) 0.71 0.038 B
H. auripila Altitude 0.77 0.020 B
T. glaucopis MPS (unforested) —0.67 0.050 B

Van Hennekeler et al., 2008). In studies carried out in
southeastern France, Nzi traps captured a large number of
tabanids in the plain (Baldacchino et al., 2012). Nzi traps seem
to be particularly attractive to flies as opposed to other insects,
as in addition to horseflies, Haematobosca stimulans (Meigen
1824) (Diptera: Muscidae) and other muscid flies that annoy
livestock, were also caught (Baldacchino, unpublished data).

Given the high efficiency of the Nzi traps, they were used to
estimate the flying activity of tabanids during the day. In the
eastern Pyrenees, the four main species, P. aprica, T. bromius,
T. glaucopis and H. auripila, were all active from 9:00 to 19:00 h,
with a marked peak between 11:00 and 13:00 h (GMT+1).
In studies carried out in southern Bulgaria, the major peak
of activity for T. bromius was recorded between 12:00 and
15:00h (Ganeva, 1999), while in the eastern Caucasus
(about 1000m a.s.l.), Tabanus sp. and Philipomyia sp. had a
conspicuous peak between 16:00 and 18:00 h (Chvala, 1979).
Chvila suggested that temperature, relative humidity and
thermal winds in the mountains were decisive factors
influencing the late afternoon peak of tabanid activity, yet
our findings contrasted with these observations. Since
meteorological conditions influence the flying activity of
tabanids (Van Hennekeler ¢f al., 2011), one might hypothesize
that cold temperatures induced by high elevations (our study
ranged from 1300 to 2300m a.s.l.) restricted the favourable
period for flight. Our findings revealed that the four main
species had a similar pattern of daily activity with a peak at
midday, but other tabanid species are known to be active in
early or late afternoon, or early in the evening (Chvila,
1979; McElligott & Galloway, 1991; Oliveira ¢t al., 2007).
Furthermore, some species have a crepuscular activity, such
as Tabanus equalis Hine 1923 in Oklahoma (Hollander &
Wright, 1980) or Tabanus paradoxus Jaennicke 1866 in Europe
(Chvéla et al., 1972), or exhibit a bimodal pattern of activity,
such as Haematopota sp. in Uganda (Harley, 1965).

Influence of elevation on species richness and abundance

Insects vary in their population response to altitude
(Hodkinson, 2005), yet the influence of elevation on tabanids
has been poorly studied. In Tennessee, studies have
shown that many species are prevalent only at higher altitudes
(600m a.s.l.), while most species common at lower altitudes
(250m a.s.]l.) were also fairly common in upland locations

-51-

(Mullens & Gerhardt, 1980). In Croatia, research has found
that tabanid abundance and species richness are partially
determined by altitude or vegetation along a transect
rising from sea level to 1157m (Hackenberger et al., 2009).
In Armenia and the mountainous Nakhitchevan region
(1400-1700m a.s.l), the flight activity of Tabanus infestus
Bogatchev & Samedov 1949 has also been found to depend on
altitude (Dolin & Andreeva, 1983).

In our study, the CCA showed that altitude had
a significant influence on tabanids distribution, as well as a
significant effect on the abundance of three out of four main
species (positively for H. auripila, negatively for P. aprica and
T. bromius), but had no significant effect on species richness.
These findings were congruent with published data.
H. auripila, observed from Scandinavia to Spain, occurs at
low altitude in northern latitudes, but in southern Europe is
restricted to mountains. On the other hand, P. aprica is a typical
species of hilly regions, occurring from Spain to Belgium,
while T. bromius is a ubiquitous species widely distributed
throughout the western Palaearctic from Scandinavia to North
Africa (Chvala et al., 1972). All these species have previously
been observed up to 2000m a.s.l. in European mountains
(Leclercq, 1977).

Slope orientation and seasonal dynamics

The mix of species was different in the two valleys. The
CCA showed that community composition of tabanids
species was significantly influenced by slope. In the south-
facing valley (A), species richness was high, but P. aprica
largely dominated (64% of catches). Conversely, the evenness
was high among the 17 remaining species (Shannon evenness
=0.82). Some typical species were observed close to the lake,
such as Chrysops and Haematopota species, which are known to
oceur in this type of biotope and do not fly far from the places
where the larvae live (Chvila et al., 1972). This explains why
trapping location A7 was an outlier with respect to commu-
nity composition.

The north-facing valley was characterized both by lower
diversity and by a lesser degree of domination of P. aprica
(51%), which was associated with three other abundant
species (T. bromius, T. glaucopis and H. auripila). Together,
these four species represented more than 93% of the catches.
Such a contrast in fauna related to exposure to sunlight has
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Fig. 6. Catches of the four main species from June to September 2011 in valleys A and B.

been previously shown at lower elevations in the eastern
Mediterranean basin, in a study carried out in the Velika
Kapela mountains in Croatia (Hackenberger e al., 2009).

A seasonal succession of the main species was observed
and may be associated with a strategy to reduce interspecific
competition (Barros, 2001). H. auripila was active very early in
the summer, T. bromius and P. aprica were active between late
July and early August and T. glaucopis was active starting
from early August. The propitious period for tabanid activity
was shorter in the south-facing valley, where 66% of insects
were caught during the fifth trapping session (30 July).
Conversely, the apparent abundance of tabanids in the
north-facing valley (ratio of total catches in valley B/valley
A =1.8) can be explained by the length of the period of activity.

The seasonal dynamics of the most abundant species were
consistent with previous studies. In North America, Hybomitra
species were most active from late May to early July (Mullens
& Gerhardt, 1980; McElligott & Lewis, 1998). In the Czech
Republic, H. auripila emerged first, in June, whereas T. bromius
emerged in July (Dusbabek, 1986). In Turkey, Hybomitra
sp. were also the first species to emerge, in late May, whereas
T. bromius and P. aprica peaked in July, with T. glaucopis
emerging in late July and reaching its peak in mid-August
(Kilic, 1993; Altunsoy & Kilic, 2012). In Croatia, T. bromius was
most active in mid-July or early August, depending on

whether the location was pasture or forest (Krémar, 2005). In
2007, Hackenberger et al. (2009) observed even earlier activity
of T. bromius in the Velika Kapela mountains (peak of activity
in June) and suggested the explanation might have been that
the temperature was 3°C above the seasonal average. Hence,
seasonal meteorological variability may have a significant
influence on the duration of tabanid flight activity, on when
they emerge and on their peak of abundance (Krémar, 2005).

Influence of water bodies and landscape structure

Our study indicated that distance from water (in this case, a
river) did not significantly influence the community compo-
sition of tabanids. For most tabanid species, the ecological
requirements of larvae are poorly known. Wet hollows
or somewhat drier edaphic conditions should be suitable
laying places for some species, and one might expect that the
19 species observed during the study belong to different
ecological groups (Chvdla et al., 1972; Andreyeva, 1982;
Andreeva et al., 2009). Some species, such as P. aprica or
T. glaucopis, do not depend on aquatic biota for larval
development, however, others, such as T. bromius, are semi-
hydrophilous at larval stage and lay their eggs in slow-moving
water bodies (Chvala et al., 1972). Similarly, the presence of
H. auripila adults near biota such as peat bogs and marshes
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Fig. 7. Daily activity of the four main species between 7:00 and 19:00 h (GMT + 1). The figures show the percentages of the total number of

specimens collected during six consecutive 2-hour periods.

suggest that the larvae may be hydrophilous (Chvala et al.,
1972). However, given their strong flying ability, (semi-)
hydrophilous species are seemingly able to disperse widely,
and adults can be collected far from breeding sites.

Although our study did not reveal any significant effect
of the presence of a river on the prevalence of tabanids,
the community composition was found to be significantly
influenced by the distribution of forested and unforested
patches in the mosaic of habitats (MPS unforested, P<0.01).
Specifically, landscape parameters showed that species rich-
ness and abundance of P. aprica, T. bromius and T. glaucopis
(78% of total catches) decreased in relation to an increase in
the size of clearings, and was enhanced by patch-shape
complexity. Therefore, pastures dominated by grasslands and
shrubs with patches of forested areas appeared to favour
tabanids.

Forested areas are preferential resting sites for tabanids
(Okiwelu, 1977). In a mark-recapture study in Texas, Tabanus
abactor Philip 1936 was found in greater numbers in habitats
with cover (e.g. dense leaves and branches) than in areas
lacking cover (Kingston et al., 1986). In contrast, open areas
are more suitable for host-seeking activity, as a target host

tends to attract over a wider range in an open habitat than in a
forested one (Barros, 2001).

A study in southern Louisiana showed that Tabanus sp. had
the greatest host-seeking activity near the edge of a wood, and
that this activity decreased significantly at over 200 m from the
edge of the wood or more than 20m into the wood (Sheppard
& Wilson, 1977). This preference for pasture—forest ecotone
habitats may explain the higher abundance of tabanids
trapped in forest clearings than in primary forest in a study
in the Amazon (Ferreira-Keppler et al., 2010), and that, in an
Ivory Coast study, the largest numbers of tabanids were
caught in gallery forests, and the fewest in primary forest
(Acapovi, 2001).

Conclusion

The size and physical arrangement of habitat patches
in landscapes play a fundamental role in determining the
abundance and diversity of insect fauna (Hunter, 2002).
Moreover, the complexity of the border between patches at
any scale may be as important as the content of the patch, from
“a fly’s point of view” (Haslett, 2001). Our study demonstrates
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that tabanid distribution was influenced by altitude and
forest cover, and particularly by the size and shape complexity
of the unforested patches. Our findings indicate that horse-
flies” preferential habitats are at the edges of their breeding
sites, host-seeking areas and resting sites. In the Pyrenees
Mountains, the decrease in agro-sylvo-pastoral activities
during the last century has favoured the expansion of forest
areas and a reduction in open habitats (Gracia et al., 2011). This
change may have an influence on the distribution of tabanids
in the future, potentially extending their range of activity.

During their period of activity, tabanids reached the
maximal peak of abundance in the middle of the summer.
Hence, management of grazing areas relative to seasonal
occurrence may be an element to consider in integrated
management of tabanids (Foil & Hogsette, 1994). Selective
grazing in large open areas, well away from wooded habitats
and at high elevation levels, may reduce biting activity on
livestock during mid-summer. This management could be
associated with mechanical control of the population of
horseflies using an effective method. Nzi traps have been
shown to collect great numbers of tabanids. The setting of such
traps close to the pasture-forest ecotone habitats may decrease
the populations of tabanids. Such an approach is a potential
alternative to the use of insecticides, which are not considered
to be very effective against horseflies (Mullen & Durden,
2002), are ecotoxic and have a negative impact on populations
of dung-dependent arthropods (Wardhaugh, 2005).
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2.2. Activité de piqare des taons et réactions de défense des hotes

2.2.1. Activité de piqlre des taons

Le travail précédent visait a caractériser la distribution des différentes especes dans I’ensemble de
la matrice paysagere mais ne prenait pas en compte la présence éventuelle des hotes. Or, il est
vraisemblable que I’attraction exercée par les hotes sur les femelles adultes soit suffisante pour
que celles-ci s’affranchissent, au moins partiellement, du filtre paysager. L’étude de I’activité de
piqire des taons doit ainsi permettre d’évaluer I’exposition réelle des troupeaux, ce qui est
essentiel pour améliorer les stratégies de protection (Muzari ef al. 2010c). La caractérisation du
comportement de piqlire peut également permettre d’optimiser [’utilisation des produits
insecticides qui doivent pouvoir assurer une protection optimale des zones du corps les plus
piquées (Mohamed-Ahmed & Mihok 2009).

Plusieurs études ont montré que les femelles Tabanus se posaient préférentiellement sur les pattes
des bovins ou des chevaux (Raymond & Rousseau 1987; Phelps & Holloway 1990; Muzari et al.
2010c). Hribar et al. (1992) ont également dénombré davantage d’attaques sur la partie antérieure
des vaches et le nombre de taons sur les pattes avants était fortement corrélé au nombre total
observé sur tout le corps de 1’animal.

Les taons attaquent aussi d’autres parties du corps et le choix des zones piquées est souvent
dépendant de I’espece (Mullens & Gerhardt 1979; Hollander & Wright 1980). Ainsi, les Tabanus
de petite taille attaquent-ils surtout les pattes, les flancs ou le ventre alors que les Tabanus de
grande taille se posent presque exclusivement sur le dos (Mohamed-Ahmed & Mihok 2009).
Chez I’'Homme, les Tabanus spp. préferent piquer les jambes tandis que Haematopota pluvialis et

Chrysops spp. piquent plutot a la téte et au cou (Chvdla ef al. 1972; Krémar & Mari¢ 2006).

La sélection des sites de piqlires reste encore mal expliquée. Elle dépend probablement de
signaux physiques et chimiques comme :

- La forme du corps, la couleur et/ou la clarté de la lumiere réfléchie (Blaho et al. 2012a) ;

- La différence de concentration en CO, entre les parties antérieure et postérieure de

I’animal (Mullens & Gerhardt 1979) ;
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- L’odeur du pelage (Magnarelli & Anderson 1980) ;
- Lalongueur de poils sur les différentes zones du corps (Mullens & Gerhardt 1979).

Les réactions de défense des animaux (notamment les coups de queue) et leur intensité pourraient
aussi expliquer la sélection des sites de piqlre (Hribar et al. 1992). Enfin, une compétition
interspécifique pour la ressource serait a 1’origine de la partition du corps de 1’animal mais cette

hypothese reste tres contestée (Mohamed-Ahmed & Mihok 2009).

2.2.2. Reéactions de défense des hotes

Pour se prémunir des piqlires d’insectes, les ongulés utilisent différents comportements destinés a
éviter, repousser ou déloger les insectes (Mooring et al. 2007). Ces comportements de défense
peuvent étre individuels ou collectifs. Ils comprennent les comportements de répulsion (coups de
téte, coups de pattes, mouvements de queue, trémulations de la peau), les comportements
d’évitement (déplacement vers une zone avec moins d’insectes) et les comportements de
regroupement (bovins en groupe, chevaux téte-béche). Les réactions de défense sont tres
efficaces pour repousser les insectes et diminuer les cofits associés aux attaques. Ainsi, le taux de
gorgement des glossines est corrélé négativement a la fréquence des réactions de défense d’un

bovin (Baylis 1996; Torr & Mangwiro 2000).

Concernant les Tabanidae, de telles réactions de défense ont été plusieurs fois observées.
Raymond & Rousseau (1987) ont montré que les mouvements de queue d’un bovin étaient
corrélés aux attaques de taons (Raymond & Rousseau 1987) tandis que Mohamed-Ahmed &
Mihok (2009) ont trouvé une relation entre les coups de pattes et les piqlires de taons. Au
Canada, les réactions de défense des bovins ont été enregistrées sur deux lots, I'un traité avec un
insecticide (cyperméthrine) et 1’autre non traité (Ralley et al. 1993). Le nombre de mouvements
de queue et de coups de pattes étaient significativement plus élevés dans le groupe témoin.

Les comportements collectifs ont été moins étudiés alors qu’ils peuvent étre tres efficaces dans la
prévention des piqiires en cas de fortes pullulations de taons. Aux Etats-Unis, il a été observé que

des poneys réduisaient 1’espace entre individus afin de diminuer 'intensité des attaques par
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individu (Rutberg 1987). En France, des chevaux se déplagaient en groupe vers une zone tres
exposée au vent ou les taons étaient moins actifs (Hughes et al. 1981).

L’intensité des réactions de défense est variable d’un individu a l’autre. Elle dépend de la
nuisance globale, de I’excitabilité de I’hdte et de son habituation a la douleur (Mullens et al.
2006). Les études sur les mouches piqueuses (taons, stomoxes et glossines) ont montré que :

- Des individus plutot actifs sont moins piqués que des individus plutot passifs (Raymond
& Rousseau 1987) ;

- Des individus plus jeunes sont moins piqués par rapport aux adultes a cause de leur taille
plus petite (ils sont moins attractifs) et de la fréquence élevée de leurs réactions de
défense (Torr et al. 2001; Schofield & Torr 2002; Mohamed-Ahmed & Mihok 2009) ;

- Des individus peuvent s’habituer aux piqiires et moins se défendre au cours de la saison

d’activité des mouches (Mullens et al. 2006).

2.2.3. Activité de piqglare des taons autour d’un troupeau de bovins en estive

Article 2 : Biting behaviour of Tabanidae on cattle in high-altitude summer pastures
F. Baldacchino, L. Puech, S. Manon, L. Hertzog & P. Jay-Robert.

Bulletin of Entomological Research, under review.

Résumé

L’objectif de ce travail était de mieux caractériser I’exposition réelle des troupeaux et le
comportement de piqire des taons en estive. Pour cela, nous avons suivi pendant six jours un
troupeau de vaches allaitantes d’age mixte et de race mixte d’une soixantaine d’individus.
Chaque jour, nous avons observé dix vaches choisies aléatoirement sur trois périodes de la
journée : matin (10h-11h), midi (12h30-13h30) et apres-midi (15h-16h). Lors de chaque
observation, nous avons noté le nombre d’attaques de taons et leur localisation sur le corps de
I’animal, d’un seul c6té pendant 1 min (Figure 8). En méme temps, nous avons enregistré par
vidéo les réactions de défense des bovins : coups de téte, coups de pattes et battements de queue.
Parallelement aux observations, deux pieges Nzi ont été installés a proximité du troupeau. Les
pieges étaient relevés toutes les heures de 10h a 16h et déplacés en fonction de la position du

troupeau (Figure 9).
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Figure 8. Observations directes des attaques de taons et des réactions
de défense des bovins (L. Puech, 2012)

Figure 9. Pieges Nzi installés autour d’un troupeau de bovins
(F. Baldacchino, 2012)
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La position du troupeau était géoréférencée toutes les heures et les conditions météorologiques
(température, humidité, vitesse du vent) étaient enregistrées a I’aide d’une station portable. La
structure paysagere a été caractérisée autour des positions du troupeau (zone tampon de 200 m de

diametre) pour les habitats forestiers et ouverts comme dans 1’article 1.

Les attaques de taons, variable réponse, ont ét€¢ modélisées en fonction des différentes variables
environnementales (parametres climatiques, altitude et parametres paysagers). Nous avons
considéré les attaques de taons pour chaque tribu (Tabanini, Diachlorini et Haematopini) et dans
leur globalité.

Plusieurs modeles linéaires généralisés mixtes (GLMM) ont été développés selon les bonnes

pratiques de Bolker et al. (2009). La syntaxe du modele sous R est selon I’exemple suivant :

Imer(formula=Tabanidae~Wind*Period+Temp*Period+Hum*Period+(Day|ld.vache)+(1| Position),
family=poisson,data=att)

La variable réponse étant un décompte, nous avons utilis€ une loi de poisson. Les variables
environnementales et la période du jour ont été considérées comme les effets fixes des modeles.
Les corrélations entre variables environnementales ont été testées avec le coefficient de
corrélation de Pearson afin de ne pas inclure dans les modeles deux variables avec des
coefficients de corrélation supérieures ou égales a 0,8. Nous avons considéré la position du
troupeau a chaque période comme un effet aléatoire, noté « (1/Position) » dans le modele. De
méme, le jour d’observation, noté « (Daylld.vache) », représente une pseudo-réplication pour
chaque vache, considérée comme un effet aléatoire continu.

Nous avons d’abord testés des modeles limités aux variables climatiques en interaction avec la
période. Apres avoir sélectionné les variables significatives, nous avons testé des modeles
incluant I’altitude et des modeles incluant les effets paysagers. Les meilleurs modeles ont été

sélectionnés en utilisant le critere d’ Akaike (Akaike Information Criterion, AIC).

3921 taons (uniquement des femelles) appartenant a 15 especes (Genres Tabanus, Hybomitra,
Atylotus, Philipomyia, Dasyrhamphis et Haematopota) ont été collectés au cours des six jours
d’étude. Les Tabanini représentaient la tribu la plus riche en especes (11 especes) et la plus

abondante (65,3%) dans les pieges devant les Diachlorini (28,2%) et les Haematopini (6,5%).
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Tabanus bromius et trois Hybomitra spp. (H. montana, H. auripila et H. caucasica) représentent
84% des Tabanini ; P. aprica et H. pluvialis constituent 1’essentiel des collectes, respectivement,

des Diachlorini (>99%) et des Haematopini (>95%).

Le nombre d’attaques moyen (+ erreur standard) était de 4,3 (+ 0,3)/vache/min. Les especes les
plus nuisibles pour les vaches appartenaient aux tribus Tabanini (49,2%), Diachlorini (28,1%) et
Haematopini (22,7%). Exception faite des Haematopini, moins actifs le matin, I'intensité des

attaques variait peu ou pas au cours de la journée.

Les pieges Nzi étaient peu efficaces pour la collecte des Haematopota spp. comme nous 1’avions
déja suggéré dans ’article 1. Les collectes refletent plutdt bien les attaques dues aux Tabanini et
aux Diachlorini mais sous-estiment la nuisance occasionnée par les Haematopini. Pour P. aprica,
on observe une corrélation positive significative entre les collectes journalieres et le nombre

quotidien moyen de piqires observées par animal et par jour (Figure 10).

Philipomyia aprica

y=1,2567x-1,8094
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P=0,035
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Figure 10. Régression linéaire simple: relation entre la
moyenne quotidienne des attaques/vache/min et le logarithme
des collectes/piege/jour pour P. aprica
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La modélisation des attaques de taons (toutes tribus confondues) en fonction des parametres
climatiques montre que le nombre d’attaques est positivement li€ aux températures du midi et de
I’apreés-midi, et négativement li€ a la vitesse du vent (le midi) et au taux d’humidité. Si on ajoute
I’effet altitude au modele, on observe une diminution des attaques avec 1’élévation en altitude.
Les attaques sont également plus faibles lorsque les températures matinales sont élevées, ce qui
pourrait étre une conséquence des courants thermiques rencontrés en montagne (Zardi &
Whiteman 2012). Sur le Caucase, Chvdla (1979) a observé que Tabanus sp. et P. aprica avaient
un pic d’activité en fin d’apres-midi et il suggéra que les courants thermiques étaient I’'un des
facteurs déterminants. En revanche, aucune association significative n’a été établie entre

I’intensité des attaques et les parametres paysagers.

Selon la tribu, les parametres climatiques influencent différemment I’intensité des attaques. Pour
les Tabanini, le nombre d’attaques est négativement corrélé au vent (le midi), au taux d’humidité,
a la température (le matin) et a deux périodes de la journée (le midi et I’apres-midi). Pour les
Diachlorini, le nombre d’attaques est associé négativement a I’humidité (le midi) et a la vitesse
du vent (le matin et le midi). Pour les Haematopini, le nombre d’attaques est négativement lié au

vent, et positivement 1i€ a la température et a la période (le midi).

L’activité des taons est donc étroitement liée aux conditions climatiques. L’influence de 1’altitude
est probablement due aux relations qui existent entre altitude et variables météorologiques. Plus
généralement, la température et la vitesse du vent expliquent les variations de densités et la
vitesse de déplacement chez les insectes (Bell er al. 2013). Chez les taons, des températures
basses semblent limiter 1’initiation du vol (Amano 1985) tandis qu’un vent fort inhibe le vol et
perturbe les signaux olfactifs présents dans I’air (Gibson & Torr 1999).

Nous avons ainsi démontré un effet positif de la température et un effet négatif du vent sur
I’activité des Haematopota sp. Ce sont des especes petites qui sont certainement tres sensibles
aux fluctuations thermiques et a la vitesse du vent. Les especes plus grandes (Tabanus sp.,
Hybomitra sp. et P. aprica) sont, elles, davantage influencées par la vitesse du vent et I’humidité
qui ont un effet négatif sur leur activité de piqlire. L’humidité est généralement associée a une

baisse des températures, plutot défavorable a I’activité des taons.
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Grace a I’observation directe des attaques, nous avons également identifié les sites préférentiels
de piqire sur le corps des vaches en fonction des tribus. Les Tabanini et les Diachlorini attaquent
préférentiellement les pattes avant (55,8% et 53,9%), les pattes arriere (19,2% et 8,6%) et la
mamelle (16,8% et 31,7%). Les Haematopini attaquent surtout les pattes arriere (48,4%) et le
flanc (24,7%). Les Haematopota sp. étaient les seuls a piquer au cou et a la téte tandis que 7.
sudeticus (facilement identifiable grace a sa tres grande taille) était la seule espece a piquer sur le

dos.

Le décompte des réactions de défense montre que les coups de pattes (* = 0,181 ; P<0,001) et les
coups de queue (** = 0,115 ; P<0,001) sont corrélés positivement avec le nombre d’attaques
(Figure 11). L’observation des coups de pattes, notamment, pourrait donc permettre d’évaluer la

nuisance sans avoir a dénombrer précisément les attaques.
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Figure 11. Régression linéaire simple : relation entre le
nombre de piqiires de taons et le nombre de coups de pattes
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Article 2 : Biting behaviour of Tabanidae on cattle in mountainous summer pastures
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Biting behaviour of Tabanidae on cattle in mountainous summer pastures

Biting behaviour of Tabanidae on cattle in mountainous
summer pastures

F. Baldacchino, L. Puech, S. Manon, L. Hertzog and P. Jay-Robert
UMR 5175, Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive (CEFE), Université Paul-Valéry
(UM3), 34199 Montpellier Cedex 5, France

Abstract

During the summer, cattle in mountainous pastures can be highly exposed to tabanid bites. The
persistent biting behaviour of tabanids not only causes disturbance, but is also responsible for
transmitting diseases such as bovine besnoitiosis. The purpose of this study was to better identify
the level of tabanid annoyance on cattle by means of collection (using insect traps) and direct
observation of cows. Tabanids were active during the entire daily observation period (10:00-
16:00), except for Haematopota sp., which were less active in the morning. The tabanids
collected in Nzi traps were generally representative of those that landed on cattle, except for
Haematopota sp., as Nzi traps were not very effective for these species. The preferred feeding
sites for most species appeared to be a cow’s legs or udder, and leg stamping was the defensive
reaction most related to a tabanid alighting on a host. Generalized linear mixed models showed
that the parameters associated with tabanid landings on hosts were related to weather and altitude,
but not to landscape structure. Increased landings were mostly associated with the higher
temperatures and lower wind speeds at midday, but some differences were observed between
species. The results indicate that cattle-protection measures should be taken during the peak of
tabanid abundance when climatic conditions favour intense biting activity. Nzi traps set close to
livestock were very effective for collecting tabanids and could help in reducing the annoyance
caused by horse flies.

Keywords

Tabanidae, biting behaviour, cattle, pastures, defensive behaviour, horse flies

Introduction

Biting insects impose a number of costs on ungulate hosts, including blood loss, decreased
feeding and resting time caused by disturbance, and disease transmission (Mooring et al., 2007).
Tabanids are free-living adult haematophagous flies that are major livestock pests due to their
painful and persistent biting behaviour (Foil and Hogsette, 1994; Mullen and Durden, 2002). One
study in southern Louisiana (USA) recorded landing rates on horses of up to 1,000 tabanids per
hour (Foil and Foil, 1988). Moreover, tabanids are mechanical vectors of agents of animal
disease, such as bovine besnoitiosis and equine infectious anaemia (Bigalke, 1968; Foil and Issel,
1991; Foil et al., 1983), which are considered emerging diseases in Europe (Alvarez-Garcia et al.,
2013; Hans et al., 2012).
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Cattle are highly exposed to tabanids in summer pastures where larval habitats are independent of
domestic livestock because wild animal blood sources are also available to maintain annual
tabanid populations (Foil and Hogsette, 1994). Bovine besnoitiosis is enzootic to the Pyrenees
Mountains, and cattle pasturing in valleys there may have been the origin of the spread of the
disease to neighbouring regions (Jacquiet et al., 2010). However, the biting behaviour of tabanids
on cattle is poorly known in such mountainous areas. A better understanding of the alighting and
feeding behaviour of tabanids on vertebrate hosts could lead to better intervention strategies and
improved disease management (Muzari et al., 2010). For example, documenting alighting sites
allows a more economical use of residual insecticides on hosts (Mohamed-Ahmed and Mihok,
2009). Although many observations have been conducted on various tabanid hosts, especially
ungulates, in different parts of the world, most have been in plains (Barros and Foil, 2007;
Hollander and Wright, 1980; Lewis and Leprince, 1981; Mohamed-Ahmed and Mihok, 2009;
Mullens and Gerhardt, 1979; Muzari et al., 2010; Phelps and Holloway, 1990; Raymond and
Rousseau, 1987). Previous studies have not been made on tabanid species in high-altitude
summer pastures.

To reduce the pain, blood loss and other negative impacts of insect bites, ungulates use a varied
arsenal of behaviours to repel or dislodge biting insects (Mooring et al., 2007). Defensive
reactions against biting flies include insect-repelling behaviour (e.g. tail flicking, leg stamping),
evasive behaviour (e.g. moving to an area such as a forest or windy hilltop with less parasite
activity), and herding behaviour (gathering into groups to lessen parasite intensity per animal)
(Hart, 1992; Mullens et al., 2006). Defensive reactions are effective in removing flies and
reducing the impact of insect bites (Mooring et al., 2007); indeed, the rate of insect-repelling
behaviour is negatively correlated with the feeding success of biting flies (Baylis, 1996; Torr and
Mangwiro, 2000). Defensive behaviour to avoid tabanids has been observed in horses, moving
together to an area usually exposed to the prevailing wind (Hughes et al., 1981), as well as in
individual cattle responses, including head throwing, leg stamping and tail flicking (Ralley et al.,
1993; Raymond and Rousseau, 1987). These defensive reactions may play a major role in
protecting cattle from tabanid bites, particularly in summer pastures, and the frequency of such
reactions could perhaps be used as an index of tabanid abundance for herders.

As with other biting insects, the annoyance level of tabanids to livestock is closely related to the
flies” abundance in the field; large numbers of bites can directly reduce weight gain, milk yield
and feeding efficiency in cattle, and can hide potential injury caused by the bites (Mullen and
Durden, 2002; Perich et al., 1986). Moreover, the intensity of contact between hosts and vectors
is key to the mechanical transmission of pathogens, as highlighted by a mathematical model
developed by Desquesnes et al. (2009). In a previous study of Pyrenean summer pastures, tabanid
abundance appeared to be influenced by altitude and landscape structure (Baldacchino et al.,
2013c). Maximum abundance was observed between the end of June and the beginning of
August, and the main species showed a peak of activity at midday. Several other studies have
also shown the abundance and daily activity of tabanids to be related to landscape parameters
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(altitude, vegetation and presence of water bodies) or climatic conditions (temperature, humidity
and wind) (Chvdla et al., 1972; Hackenberger et al., 2009; Sheppard and Wilson, 1977; Van
Hennekeler et al., 2011). However, these findings were all based on field experiments using
trapping. Although in most population surveys efficient traps are assumed to adequately reflect
the actual abundance of flies, this approach generally requires comparisons with other sampling
methods, such as direct counts of tabanids on cattle (Gilles et al., 2007; Thomas et al., 1989).
Therefore, our study aimed to estimate the annoyance level of tabanids on cattle through
entomological observations, and to test the influence of environmental variables on tabanids’
biting behaviour.

To identify tabanid annoyance of cattle in summer pastures, a herd of cattle was followed for six
days in the French eastern Pyrenees. Entomological and behavioural observations were
conducted in parallel with collection by trapping. Our objectives were (i) to observe the selection
of feeding sites by tabanids depending on tribe, (ii) to study the cattle host’s defensive reactions,
(iii) to determine if tabanids collected in traps correspond to direct counts of landings on cows
during the day, and (iv) to assess the influence of meteorological conditions, altitude and
landscape structure on tabanids alighting on cattle.

Materials and methods

Study site and cattle

The summer pasture where the study took place is located in a valley of the Mantet Nature
Reserve (French eastern Pyrenees) on the northwest slope of the Costabona massif (2°18"' E
42°28' N), at an altitude ranging from 1450 to 2700 m a.s.l. The climate is influenced both by
moderate Atlantic conditions and orogenic continental conditions. It has a mean annual
temperature of 9.5 °C and an annual rainfall of 855 mm (mean for Mantet village, 1545 m a.s.l.)
(Mantet Nature Reserve data, unpublished). The geology of the area includes primarily
metamorphic rocks from the Mantet-Fillos rift. The landscape is a complex mosaic of woodlands
(primarily Pinus uncinata and Betula spp.), moorland (primarily Cytisus oromediterraneus),
rocks, pastures and grasslands. Wetlands and aquatic habitats are poorly represented.

A total of 180 cows were present in the valley during the study period (in the summer of 2012).
The study was conducted on a mixed-age and mixed-breed (Limousine and Aubrac) herd of 68
individuals. This herd was followed for six days (17, 18, 19, 20, 25 and 26 July) between 10:00
and 16:00. Its position was georeferenced every hour using a GPS TwoNav Sportiva (CompGPS
Team SL, Barcelona, Spain). In addition, the temperature, relative humidity (RH) and wind speed
were measured using a Kestrel 4500 pocket weather tracker (KestrelMeters.com, Birmingham,
MI, USA). This meteorological data was recorded every 30 minutes (Table 1).

Mapping
For the three periods of each study day (morning, noon and afternoon), a circle with a 200-m
radius was overlaid on the herd position. Within each circle, polygon-shaped patches of
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homogeneous habitat were delineated according to the vegetation cover using aerial
orthophotography dating from 2009 and classified into two land-cover classes, forested and
unforested, using ArcMap 9.3 (ESRI Inc., California, USA) as in Baldacchino et al. (2013c).
Forested patches (F) corresponded to conifer forests, and unforested (UF) patches corresponded
to open areas such as grasslands, pastures, moors, bushes, rocky areas, water or mixed vegetation.
Landscape metrics were calculated in each circle using the patch analyst extension for ArcGis
9.x. Forested and unforested patches were characterized by mean patch size (MPS, ha) and mean
perimeter—area ratio (MPAR, m/ha) as an indicator of the patch-shape complexity (Table 1).

Tabanid landings and host defensive behaviour

The study was conducted during over six days, and counts were carried out three times a day:
morning (10:00-11:00), noon (12:30-13:30) and afternoon (15:00-16:00). For each time period,
ten adult cows were chosen randomly in the herd and tabanid landings and host defensive
reactions were counted on one side of the cow during one minute.

Tabanid landings were estimated by counting each tabanid that landed on the visible side of the
cow’s body. To report the alighting sites on the cow, its body was divided into seven parts (head
and neck, back, flank, belly, udder, forelegs and hind legs). Observations were made from a
distance of about 3—5 m, using binoculars as needed. In these circumstances, female tabanids
could not be easily identified to genus, and even less to species, level. As a consequence, they
were allocated to tribe (Tabanini, Diachlorini or Haematopini) to avoid identification mistakes.
One observer did all the counting over the six days.

In parallel, cow behaviour was recorded using a DCR-SR21E Digital Video Camera Recorder
(Sony, Tokyo, Japan). Three insect-repelling behaviours were selected as in Mullens et al.
(2006): tail flicking, leg stamping and head throwing.

Trapping

On the study days, two Nzi traps (Mihok, 2002) were set near the cattle between 10:00 and 16:00.
The traps were made from blue and black components (SuperMaine 300 g cotton/polyester 65/35,
TDYV industries, France) and polyester mosquito netting. Aged cow urine (50 ml) was used as an
attractant and placed under each trap in plastic vials with a 2.5-cm aperture. The traps were
collected every hour and moved as necessary according to the movements of the cattle. The
tabanids were identified using Chvala’s key (1972).

Statistical analysis

For each tribe, the correlation between the daily catches of tabanids per trap and the daily mean
landings per cow and per minute was tested using the Spearman’s rank-order correlation
coefficient.
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The Kruskal-Wallis test and Bonferroni-corrected Mann-Whitney pairwise comparisons were
used to test the effect of the period (morning, noon and afternoon) on tabanid landings as well as
to compare landings on the different parts of a cow’s body.

To describe the relationships between the host’s defensive reactions (head throwing, leg stamping
and tail flicking) and tabanid landings, linear regressions were conducted.

The effects of meteorological parameters (wind, temperature and humidity), altitude and
landscape parameters (MPSF, MPSUF, MPARF and MPARUF: see acronym definitions in Table
1) on tabanid landings were assessed using generalized linear mixed models (GLMM). GLMM
were developed for tabanid landings according to the ‘best-practice’ data analysis of Bolker et al.
(2009). Because the response variable (landings per cow per minute) was count data, we used a
Poisson model (log link). The mean number of landings per cow within a day or a period of the
day was sometimes <5, so we fitted the GLMM using Laplace approximation. The position of the
cattle at each observation period was considered a random effect. A day of observations
represented pseudoreplication for each cow and was set as a continuous random effect in the
model (Crawley, 2007; Zuur et al., 2009).

Meteorological data, altitude, landscape variables and period of the day were fixed effects. All
environmental variables were standardized before modelling, and correlations between the
variables were tested using Pearson’s correlation test (Fig. 1). Altitude was highly correlated with
MPSUF and MPARUF; MPSUF was highly correlated with MPSF and MPARUF (Pearson’s
coefficient r > 0.7). The function Imer in the package Ime4 from R was used to compute the
GLMM (Bates et al., 2012). Different models were built with the variable response defined as
landings of all tabanids, landings of Tabanini, landings of Diachlorini or landings of
Haematopini: (i) models with the interaction of meteorological data and the period of the day, (i1)
models with altitude in addition to the fitted models with the meteorological data, (iii) and
models with landscape parameters (except MPSUF) in addition to the fitted models with the
meteorological data. The overdispersion of the models was estimated using the function
overdisp_fun in R. The models were compared using the Akaike Information Criterion (AIC). All
statistical analyses were performed using R (Team, 2013).

Results

Tabanid trapping and landings

The field experiments (trapping and observations) were carried out during sunny days. A total of
3,921 tabanids (all females) belonging to 15 species in 6 genera (Tabanus, Hybomitra, Atylotus,
Philipomyia, Dasyrhamphis and Haematopota) were collected over the study period (Table 2).
Tabanini was the most abundant tribe caught (65.3%) and the richest in species (11). The four
main species were 7. bromius and Hybomitra sp. (H. montana, H. auripila and H. caucasica),
representing 84 % of the Tabanini caught. Diachlorini represented 28.2% of the catches, whereas
Haematopini represented only 6.5% of the catches. Diachlorini and Haematopini were both
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dominated by one species, Philipomyia aprica and Haematopota pluvialis, respectively.
Therefore, for these two tribes, tribe results can be interpreted as species results.

The mean (+ SE) landing count was 4.3 + 0.3 per cow per minute, 49.2% of which were
Tabanini, 28.1% Diachlorini and 22.7% Haematopini. For Diachlorini (P. aprica), the catches per
trap were highly correlated with the landings (7s=0.88, P<0.05), unlike Tabanini (rs=0.20,
P=0.44) and Haematopini (rs=0.30, P=0.54). Landing counts and trap catches for each day are
illustrated for each tribe in Fig. 2. There were no significant differences in landings according to
the period of the day except for Haematopini (Hc = 17.95, p < 0.001).

Alighting sites and host defensive reactions

Observations showed that Tabanini and Diachlorini landed preferentially on the forelegs (55.8%
and 53.9%, respectively), the hind legs (19.2% and 8.6%, respectively) and the udder (16.8% and
31.7%, respectively) (Fig. 3). In contrast, Haematopini were observed frequently on the hind legs
(48.4%) and the flank (24.7%). Haematopota spp. were the only species that fed on the head
(including the neck), and Tabanus sudeticus, the largest species observed (distinctly identified
because of its size), was the only species that landed on the back. Overall, observations indicated
that a cow is most frequently bitten by tabanids on the legs (67%) and the udder (20%).

In parallel with tabanid landings, host defensive reactions were counted on one side of a cow
during one minute (Fig. 4). Linear regressions were conducted to describe the relationships
between defensive reactions and tabanid landings. The r* values were highly significant (P <
0.001) for leg stamping (+* = 0.181) and tail flicking (+* = 0.115), but not significant for head
throwing (+* = 0.009, P=0.113).

Modelling tabanid landings in relation to environment variables

First, we modelled the landing of all tabanids (without distinguishing between the tribes)
depending on meteorological data, including altitude or landscape parameters as variables or not.
The model that included the interaction of meteorological data and the period of the day showed
that increased tabanid landings were significantly associated with higher temperatures at noon
and in the afternoon, lower wind speed at noon and lower humidity during the day (Table 3a).
The model that included altitude showed that higher altitude caused a significant decrease in
tabanid landings, as did higher temperatures in the morning (Table 3b). These two models were
slightly overdispersed with a ratio equal to 1.20 and 1.25, respectively, and their AIC values were
extremely close (415.5 and 413.8, respectively). The model that included landscape parameters
showed no significant effect of size or shape complexity of forested and/or unforested patches on
tabanid landings.

Next we modelled the landings of each tribe; we observed different results according to the tribe.
For Tabanini, landings were negatively associated with wind speed at noon, relative humidity,
morning temperature and two periods of the day: noon and afternoon (Table 3c). For Diachlorini,
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landings were negatively associated with humidity at noon and wind speed in the morning and at
noon (Table 3d). For Haematopini, landings were negatively associated with wind speed, and
positively correlated with temperature and the period of the day at noon (Table 3e). Models that
differentiated landings by tribe did not show any association with altitude or landscape
parameters.

Discussion

Tabanid trapping and landings

In a 2011 study, a total of 1,289 tabanids, belonging to 13 species, were collected at the same
study site, using nine Nzi traps and nine Vavoua traps set along an elevation gradient during eight
48-hour sessions (Baldacchino et al., 2013c). In the 2012 study discussed in this paper, we
collected three times as many tabanids, belonging to 15 species, with only two Nzi traps set close
to a herd of cattle during six days. In the vast mountainous summer pastures, a herd of cattle
appeared to be very attractive for horse flies, which use visual and olfactory cues to locate a host
(Gibson and Torr, 1999; Horvéth et al., 2010). Our experiment’s trapping design showed that
visually attractive, baited traps can be very effective at catching tabanids in the vicinity of a herd.
Setting more than two traps might even help to decrease tabanid populations. In Louisiana, horse
fly populations on cattle were reduced by setting sticky traps baited with dry ice around a pasture
where the animals were confined (Wilson, 1968). Yet no such practical experiment has been
conducted since the 1970s despite the fact that trap attractiveness for tabanids has been improved
by coloured fabrics and odorant baits (Mihok, 2002; Mihok and Mulye, 2010).

The proportions of the main collected species in 2012 (and 2011) were: 43% (51% in 2011) P.
aprica; 39% (16% in 2011) T. bromius; 24% (16% in 2011) Hybomitra sp. (H. montana, H.
auripila and H. caucasica); and 9% (0.5% in 2011) Haematopota pluvialis (Baldacchino et al.,
2013c). Assuming that the composition of the tabanid population was similar between 2011 and
2012, it appears that Haematopota sp., Tabanus sp. and Hybomitra sp. were caught more when
traps were set in the vicinity of a herd, while P. aprica was caught more when traps were set in
the valley without considering the position of the herd. This suggests that, in summer pastures,
Haematopota sp., Tabanus sp. and Hybomitra sp. feed mostly on cattle, whereas P. aprica is less
attracted by cattle. These findings are consistent with identifications of blood meals using PCR-
assays conducted on specimens collected in 2011. 7. bromius was found to feed mainly on cattle
and P. aprica was found to feed mainly on red deer (Baldacchino, under review).

Comparisons between trapping and landings show that for Tabanini and Diachlorini, catches
adequately correlate to the intensity of landings, but catches of Haematopini underestimated the
number of landings (22.7% of the total landings vs. 6.5% of the total catches). This result is not
surprising, as in 2011, Nzi traps appeared to be less effective for Haematopota sp. (Baldacchino
et al., 2013c). Nonetheless, Nzi traps should be tested as a useful means of reducing tabanid
biting of cattle because the majority of the annoyance is caused by Tabanini and Diachlorini.
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Daily biting activity and the influence of environmental variables

Cows were bitten by tabanids from 10:00 to 16:00 with no difference in the period of the day,
apart from Haematopini species, which were significantly less active in the morning.
Haematopota pluvialis has been described as a species that is very active from midday to
afternoon, but also in the evening; its main peak of daily activity was recorded as between 12:00
and 15:00 in a study in southern Bulgaria (Chvadla et al., 1972). In a study in the Pyrenees, a 1-
day collection (carried out between 7:00 and 19:00) revealed that 50% of the total specimens of
H. pluvialis (N=15) were caught between 13:00 and 17:00 (Baldacchino, unpublished data). Yet
although tabanids were observed to be most abundant between 11:00 and 13:00 in the Pyrenees,
landing counts show that Tabanini and Diachlorini species were equally annoying for cattle
between 10:00 and 16:00. In fact, in 2011, some species, such as P. aprica and H. auripila, were
also collected in relatively high proportions (over 20% of the daily catches) between 9:00 and
11:00, and between 13:00 and 15:00 (Baldacchino et al., 2013c).

Meteorological parameters appeared to have a great influence on tabanid biting behaviour,
especially in conjunction with the period of the day. In our models, wind speed and the
temperature at noon were closely associated with the number of landings (Tables 3a and 3b). This
1s consistent with other studies that show the peak activity of tabanids at midday in the Pyrenees
(Baldacchino et al., 2013c¢). Tabanids are haematophagous Diptera that are mostly diurnal, and
their daily activity patterns have been observed to be related to climatic conditions such as wind
velocity, temperature, relative humidity (RH), evaporation, atmospheric pressure and sky
radiation or cloud cover (Alverson and Noblet, 1977; Burnett and Hays, 1974; Dale and Axtell,
1975; Van Hennekeler et al., 2011). In a study in southeastern France, daily catches of Tabanus
bromius and Atylotus quadrifarius appeared to be positively correlated with temperature and/or
negatively correlated with wind speed (Baldacchino et al., 2013a; Baldacchino et al., 2013b), as
in our observations in the Pyrenees. More generally, temperature and wind speed have been
shown through GLMM analysis to drive variation in the daytime aerial density and displacement
speed of insects (Bell et al., 2013). The relationship was positive for temperature and negative for
wind speed. Low temperatures seem to limit the initiation of flight activity (Amano, 1985), while
high wind velocity inhibits flight activity, particularly when the wind exceeds the insect’s
maximum air speed. It also affects the airborne olfactory cues available to insects (Gibson and
Torr, 1999).

Surprisingly, tabanid landings were also negatively associated with morning temperatures in the
model that included altitude (Table 3b). This is likely to be explained by diurnal mountain winds,
also known as thermally driven winds (Zardi and Whiteman, 2012). In the morning, winds flow
upwards as the atmosphere warms up after sunrise. So the negative effect of temperature on
tabanid landings in some circumstances may be explained by the influence of thermal mountain
winds. Chvéla (1979) suggested that these winds were a decisive factor alongside temperature
and relative humidity in explaining the daily activity of Tabanus sp. and P. aprica in the
Caucasus.
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Van Hennekeler et al. (2011) also found that different species of horse fly respond differently to
weather variables throughout the day. In our study, we observed that tabanids of different tribes
respond differently to weather variables (Tables 3c, 3d and 3e). Wind speed and relative humidity
appeared to be the decisive factors for medium-sized and large species (Tabanini and
Diachlorini), whereas temperature appeared to be the decisive factor for smaller species
(Haematopini). The period of the day was also associated with landing frequency. For
Haematopini, landings increased at noon; this finding is consistent with the previously described
daily activity of Haematopota sp. (Fig. 2). For Tabanini, noon and afternoon were negatively
associated with landings, corresponding to a decrease in Tabanus sp. and Hybomitra sp.
collections during the day (Fig. 2).

Altitude had an impact on the number of tabanid landings on cattle. Koérner (2007) distinguished
two categories of environmental changes associated with altitude: altitude-specific conditions
(e.g. atmospheric pressure, temperature, clear-sky turbidity, etc.) and non-altitude-specific
conditions (e.g. moisture, hours of sunshine, wind, geology, etc.). In 2011, the abundance of T.
bromius and P. aprica was found to be negatively related to altitude. In 2012, as in 2011, they
were the two most abundant species. Therefore, it is consistent to observe a negative effect of
altitude on tabanid landings, and this effect can be explained by the influence of altitude on
weather variables. In mountainous regions, weather variables are also influenced by the
orientation of the slope. In a study in Croatia, the determining variables for tabanid distribution
on the southern slope (a Mediterranean climatic zone) were temperature and wind, and on the
northern slope (a continental climatic zone), humidity (Hackenberger et al., 2009).

In terms of landscape structure, tabanid landings were not influenced by this variable in this
study, although in previous studies tabanids have been observed to be very active at the edges of
woods (Sheppard and Wilson, 1977), and, at the same study site, species richness and insect
abundance have been found to be negatively correlated with large open habitats and positively
correlated with patch-shape complexity (Baldacchino et al., 2013c). It appears that the cattle herd
is very attractive whatever its position in the pasture. Moreover, the great dispersal capacity of
tabanids allows them to fly over 1 km a day to find a host, so whatever their preferred landscape,
they can alight on hosts wherever they are within that range (Cooksey and Wright, 1987;
Konstantinov, 1993; Sheppard and Wilson, 1976).

Feeding site selection and host defensive reactions

The selection of particular body regions of a host by tabanids has been observed to be species-
specific; several explanations for this are possible. (i) Visual cues play an important role in host
location for female tabanids, which are diurnal blood feeders. One study has shown that the
degree of light polarization on a host elicited polarotaxis in female tabanids and that the
horizontally polarizing parts of a host’s body (neck, back and hindquarters) may be the most
attractive from a distance (Blaho et al., 2012; Horvath et al., 2010). However, the alighting sites
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of tabanids on models of horses were distributed randomly across the whole body surface, and
other visual cues (e.g. brightness and colour of reflected light, shape of the host’s body) might
also be used to select a feeding site. (ii) Concerning chemical cues, differences in carbon dioxide
concentration between the anterior and posterior of an animal have been suggested to explain the
preference of tabanids for the anterior region (Mullens and Gerhardt, 1979). Octenol, a
component of ruminant breath, could also be involved, as it has been proven to be a good
attractant (Baldacchino et al., 2013b). However, although the long-range olfactory response of
tabanids to host odours has been well documented in locating a host, its implication in choosing a
final alighting site remains poorly known (Gibson and Torr, 1999). (ii1) Host defensive reactions,
particularly tail flicking, could also explain why tabanids are less present on the posterior region
(Hribar et al., 1992). A swishing tail is effective at repelling flies over a broad area of the body
surface. Larger bovids were found to have longer tails, probably because they tend to attract more
biting flies (Mooring et al., 2007). (iv) The mean hair length on different parts of a host’s body is
also likely to be a factor in tabanid selection of a landing site, as it is positively correlated with
the length of a tabanid’s mouthparts (Mullens and Gerhardt, 1979). (v) Finally, inter-specific
competition could have led to partitioning of flies on the host, but this hypothesis is quite
controversial because resources such as blood and space do not seem to be limiting factors
(Mohamed-Ahmed and Mihok, 2009).

In Pyrenean summer pastures, cows’ legs and udders appeared to be tabanids’ preferred feeding
sites. Similar observations have been made on ungulates in other parts of the world. In Guyana,
Tabanus spp. landed most often on the legs of a cow (>90%) (Raymond and Rousseau, 1987). In
Queensland (Australia), Tabanus spp. most often preferred landing on the legs of a horse (70—
100%) (Muzari et al., 2010). In Louisiana (USA), tabanids fed preferentially on the anterior of a
cow, and the number of tabanids on the front legs was a reflection of the overall annoyance for
the cow (Hribar et al., 1992). In comparison, the lower legs of a human were the preferred
feeding sites for Tabanus spp. and Philipomyia graeca, whereas Haematopota pluvialis preferred
the head and neck (Krémar and Mari¢, 2006). In our study, Haematopota sp. were the only
species that fed on the head and neck of cows, while Tabanus sudeticus was the only species that
fed on a cow’s back. Studies of horse flies in the USA show that the smallest Tabanus spp. most
often land on the legs, flanks or lower body, whereas large Tabanus spp. land almost exclusively
on the back (Mohamed-Ahmed and Mihok, 2009). As tabanids appear to favour certain alighting
sites, chemical treatments topically applied to the animal must be effective on these body regions.
This behaviour should be assessed by pharmaceutical companies and taken into account when
developing products used as sprays.

Of the three host defensive movements observed, leg stamping is the most common response to
tabanid landings. Several authors have made similar observations concerning defensive reactions
of cattle against horse flies. In Sudan, a significant correlation was found between a cow’s leg
stamping and alighting frequency of tabanids (Mohamed-Ahmed and Mihok, 2009). In Canada,
horse flies increased individual avoidance responses of cattle, and the amount of tail switching
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and leg stamping was significantly higher in a control herd compared to a herd treated with
insecticide (cypermethrin) (Ralley et al., 1993). In Guyana, tail flicking seemed to be
proportionate to the number of horse flies on a cow (Raymond and Rousseau, 1987). However,
although tail flicking and leg stamping are well correlated with tabanid landings, the relationship
is not as close as might be expected. Indeed, host defensive reactions also depend on other flies,
the excitability of the host, and its habituation to pain (Mullens et al., 2006; Raymond and
Rousseau, 1987; Warnes and Finlayson, 1987). Excitability and habituation effects have been
demonstrated in studies of behavioural responses of cattle to stable flies. Individuals that respond
vigorously suffer less from insect bites than more placid individuals (Warnes and Finlayson,
1987). In contrast, habituation to the pain associated with fly biting results in decreased defensive
reactions over time (Mullens et al., 2006). Nonetheless, practically speaking, monitoring
defensive reactions may be easier than monitoring tabanid landings, so in this way counting leg
stamps could prove a useful tool for assessing the intensity of tabanid biting of cattle. This
method could help in evaluating the annoyance they cause as well as testing the effectiveness of
treatments.

Conclusion

The results of our study indicate that in high-altitude summer pastures, landscape structure is not
associated with the biting activity of tabanids, although their distribution has been observed to be
influenced by landscape variables in relation to breeding sites, host-seeking areas and resting
sites (Baldacchino et al., 2013c). This is likely to be explained by the high attractiveness of the
herd and the great dispersal capacity of tabanids. On the other hand, their biting activity was
strongly associated with weather variables, and altitude was also a factor in terms of how it
affects the climate. It seems that it is difficult for animals to avoid the biting of tabanids during
summer days, although host defensive reactions are quite effective at dislodging females and
limiting their blood-feeding success. Our results suggest that an integrated pest management
strategy should implement protective measures for livestock during the peak of horse fly
abundance, in July and August, when the days are very hot and dry and there is little wind. Nzi
traps set close to livestock were very effective in catching tabanids. Further investigation of the
practical use of visually attractive traps such as these is possible for reducing tabanid bites on
cattle in pastures.
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Table 1.Ranges of environmental variables with their mean values over the period of the study (six days)

Variable Category Mean Min Max Unit
Temperature Weather 20.0 15.8 23.6 °C
Humidity Weather 37.9 22.1 51.9 %
Wind speed Weather 0.933 0.300 2.200 m/s
Altitude Altitude 2016 1851 2263 m a.s.l.
MPSF* Landscape 3.60 0 6.76 ha
MPSUF* Landscape 6.00 1.74 12.56 ha
MPARF* Landscape 364.2 0 1938.3 m/ha
MPARUF* Landscape 300.2 100.0 687.8 m/ha

*Mean patch size for forested patches (MPSF), mean patch size for unforested patches (MPSUF), mean
perimeter-area ratio for forested patches (MPARF), and mean perimeter-area ratio for unforested patches
(MPARUF).

Table 2. Collected Tabanidae species per tribe and the number of individuals per species

Tabanini 2563
Tabanus bromius Linnaeus 1758 999
Hybomitra montana (Meigen 1820) 544
Hybomitra auripila (Meigen 1820) 319
Hybomitra caucasica (Enderlein 1925) 293
Tabanus glaucopis Meigen 1820 187
Hybomitra distinguenda (Verrall 1909) 95
Tabanus sudeticus Zeller 1842 38
Tabanus tergestinus Egger 1859 26
Tabanus maculicornis Zetterstedt 1842 25
Tabanus rupium (Brauer 1880) 23
Atylotus fulvus (Meigen 1804) 14
Diachlorini 1105
Philipomyia aprica (Meigen 1820) 1104
Dasyrhamphis ater (Rossi 1790) 1
Haematopini 253
Haematopota pluvialis (Linnaeus 1758) 241
Haematopota scutellata (Olsufjev, Moucha & Chvala 1964) 12
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Table 3a. GLMM results for tabanid landings depending on meteorological

variables (only significant effects are indicated)

Estimate (SE) z-value p-value
(Intercept) 0.755 (0.103) 7.349 < 0.001
Wind:noon -1.014 (0.219) -4.622 < 0.001
Temperature:noon 0.717 (0.143) 5.013 <0.01
Temperature:afternoon 0.521 (0.178) 2.921 < 0.001
Humidity -0.340 (0.082) -4.150 < 0.001

Table 3b. GLMM results for tabanid landing depending on meteorological
variables and altitude (only significant effects are indicated)

Estimate (SE) z-value p-value
(Intercept) 0.844 (0.103) 8.152 < 0.001
Wind:noon - 0.825 (0.225) -3.662 < 0.001
Temperature:noon 0.474 (0.173) 2.732 <0.01
Humidity -0.340 (0.082) -1.499 < 0.001
Altitude -0.279 (0.135) -2.069 <0.05
Temperature:morning -0.261 (0.123) -2.113 <0.05

Table 3c. GLMM results for Tabanini landings depending on meteorological

variables (only significant effects are indicated)

Estimate (SE) z-value p-value
(Intercept) -0.456 (0.265) 1.721 0.085
Wind:noon -1.244 (0.407) -3.052 <0.01
Noon -0.876 (0.349) -2.510 <0.05
Morning -0.835 (0.352) -2.371 <0.05
Humidity -0.733 (0.116) -6.288 < 0.001
Temperature:morning -0.385 (0.150) -2.566 <0.01
Table 3d. GLMM results for Diachlorini landings depending on
meteorological variables (only significant effects are indicated)

Estimate (SE) z-value p-value
(Intercept) -0.925 (0.212) -4.344 < 0.001
Wind:noon -1.284 (0.400) -3.209 <0.01
Wind:morning -0.798 (0.334) -2.387 <0.05
Humidity:noon -0.746 (0.207) -3.606 < 0.001
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Table 3e. GLMM results for Haematopini landings depending on
meteorological variables (only significant effects are indicated)

Estimate (SE) z-value p-value
(Intercept) 21,548 (0.330) 4,687 <0.001
Temperature 1.525 (0.238) 6.402 < 0.001
Noon 0.921 (0.356) 2.591 <0.01
Wind -0.564 (0.219) -2.576 <0.01
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Fig. 1. Plot of the correlations between the environmental variables tested using Pearson’s

correlation test
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Fig. 2. Tabanid landings per cow per minute (mean + SE) and tabanid catches per trap (mean)
recorded per period of the day for each tribe (Tabanini, Diachlorini and Haematopini).
Differences between landings and period were tested using the Kruskal-Wallis test and
Bonferroni-corrected Mann-Whitney pairwise comparisons (N=60). Significant differences (P <
0.01) are represented by different letters (a, b).
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Fig. 3. Tabanid landings per cow per minute according to where flies alighted on the body of the
cow and the tribe (cows without any landings were excluded from the count for N). Differences
between landings and body parts were tested using the Kruskal-Wallis test and Bonferroni-
corrected Mann-Whitney pairwise comparisons. Significant differences (P < 0.05) are
represented by different letters (a, b, ¢, d, e, f).
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Fig. 4. Plots of the number of host defensive reactions (head throwing, leg stamping and tail
flicking) vs. the number of tabanid landings and the linear regression with a 95% confidence
interval for each plot. The r values were highly significant (P < 0.001) for leg stamping (=
0.181) and tail flicking (rz =0.115), but not significant for head throwing (rz =0.009, P=0.113).
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2.3. Comportement trophique des Tabanidae

2.3.1. Des femelles plutot opportunistes

Les insectes hématophages se nourrissent sur un grand nombre d’especes hotes différentes mais
le degré de spécificité envers ces hotes est tres variable d’un insecte a I’autre (Lehane 2005). Les
insectes spécialistes sont entierement dépendants d’une seule espece hote, alors que les insectes
généralistes sont plus disposés a piquer un large éventail d’hotes. Il existerait d’ailleurs un lien
entre les capacités de déplacement des insectes et le nombre d’hotes qu’ils utilisent. Les insectes
généralistes vont généralement se nourrir selon la disponibilité en hotes, on parle aussi d’insectes

opportunistes.

L’identification des repas de sang chez les arthropodes hématophages a révolutionné notre
compréhension des interactions hotes-ectoparasites et de 1’écologie des maladies infectieuses
transmises par les vecteurs (Kent 2009). Elle nous apporte un regard neuf concernant 1’évolution
de la spécificité d’hote, I'influence du choix des hdtes et du comportement de piqlire sur la
transmission des agents pathogenes, et I'impact des infestations d’ectoparasites sur les hotes
domestiques et sauvages. Chez les taons, il est primordial de connaitre 1’intensité des piqiires et
les hotes préférentiels afin d’évaluer le niveau de nuisance et le role potentiel dans la

transmission mécanique de certains agents pathogenes (Magnarelli & Anderson 1980).

Les femelles taons, plus spécifiquement les Tabaninae, se nourrissent préférentiellement sur des
grands mammiferes comme les vaches, les chevaux ou les cerfs en région tempérée. Toutefois,
leur spectre d’hotes peut étre beaucoup plus varié. L’Homme est un hote privilégié pour les
especes plus petites, Haematopota sp. et Chrysops sp. Les autres hotes qui ont été identifiés
incluent des hippopotames, des buffles, des macropodes, des cochons, des chiens, des lapins, des
rongeurs sauvages, des varans, des tortues (Wilson & Richards 1969; Magnarelli & Anderson
1980; Gouteux et al. 1989; Muzari et al. 2010a). Des Chrysops sp. ont également été observés sur

différentes especes d’oiseaux : corbeaux, canards, merles... (Mullen & Durden 2002).

-85 -



En milieu tempéré, seules deux études ont été réalisées pour identifier les repas de sang a partir
de méthodes immunologiques (réaction de précipitation). Que ce soit en zone mixte prairie —
forét (Connecticut, USA) ou dans les estuaires et les zones alluviales (Louisiane, USA), ces
études ont montré que les femelles se gorgeaient principalement sur des bovins (57-74%) et des
équins (14-23%). Le taux de repas mixtes bovin-équin était compris entre 4% et 7%. Les cerfs (4-
9%) étaient moins piqués mais ils étaient malgré tout considérés comme des sources de sang
importantes, notamment dans les zones ou le bétail était absent (Wilson & Richards 1969;
Magnarelli & Anderson 1980). L’identification, pour une méme espece, d’hotes différents et de
repas mixtes (deux hotes ou plus) suggere un comportement plutét opportuniste des femelles
taons.

En Australie, Muzari et al. (2010a) ont également observé la présence de repas mixtes (deux ou
trois hotes détectés) chez trois especes de taons, mais avec des taux bien supérieurs (>20%). La
méthode utilisée (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) a permis d’identifier des repas
de sang jusqu’a six jours apres ingestion. Les résidus sanguins provenant des cycles

gonotrophiques précédents pouvaient ainsi étre détectés.

2.3.2. Comportement trophique des taons dans les Pyrénées

Article 3 : Blood-feeding patterns of horse flies in the French Pyrenees: implications for the
epidemiology of re-emerging bovine besnoitiosis in western Europe
F. Baldacchino, L. Gardes, E. De Stordeur, P. Jay-Robert & C. Garros.
Veterinary Parasitology, in press.

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.10.009

Résumé

Pour mieux comprendre la diffusion de la besnoitiose bovine en Europe, il est nécessaire de bien
connaitre le comportement de piqiire de ses vecteurs, les taons. Dans les Pyrénées, la maladie est
enzootique et les estives sont des milieux propices a la transmission de Besnoitia besnoiti entre
animaux d’un méme troupeau et entre animaux de troupeaux différents. Par ailleurs, le role de la
faune sauvage dans la persistance de la maladie reste incertain ; en Espagne, 61 échantillons de

sérums de cerfs ont été détectés positifs a Besnoitia sp. (Gutiérrez-Expositoa et al. 2013).
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Pour cette étude, nous avons analysé les repas de sang de femelles taons capturées dans les
Pyrénées. Une partie des femelles testées a été collectée dans les paturages d’altitude prospectés
en 2011 (La Mouline et Mantet) (Article 1). Une autre partie des femelles a été collectée dans le
parc animalier des Angles qui présente au public I’ensemble des especes d’ongulés sauvages des
Pyrénées. Six pieges Nzi, avec de I’octenol contenu dans des sachets en polyéthylene, ont été
installés au sein du parc en juillet 2012. Ces pieges ont été relevés tous les 2-3 jours. Toutes les
femelles collectées ont €té conservées dans de 1’éthanol 95°. Ces femelles ont été identifiées a
I’aide des clés de Chvala (1972), puis disséquées pour évaluer la présence de sang dans I’intestin
(Figure 12). Seules les femelles avec des traces de sang visibles ont été analysées par biologie

moléculaire.

Pour pouvoir interpréter les résultats sur I’identification des repas de sang, il faut comparer les
profils trophiques de chaque espece avec les effectifs des animaux disponibles dans leur
environnement. Pour les estives, des estimations « qualitatives » des densités d’animaux sauvages
ont été obtenues aupres des Réserves Naturelles Catalanes (observations d’animaux) et de la
fédération départementale des chasseurs des Pyrénées-Orientales (prélevements de chasse). Pour
le parc animalier, les « forage ratio » (taux de piqlire sur une espece hote) ont été calculés en
divisant le pourcentage des especes hotes identifiées dans les repas de sang par le pourcentage de
ces mémes especes dans le cheptel global du parc (Hess er al. 1968) ; et les distances de vol
minimales des femelles gorgées ont été obtenues d’apres la localisation des pieges et des hotes

identifiés.

144h Unfed

Figure 12. Femelles 7. bromius disséquées 24h, 48h, 72h et 144h apres gorgement complet
Une femelle non gorgée (« unfed ») a également été disséquée pour comparaison.
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Les analyses PCR ont été mises au point en collaboration avec 'UMR CMAEE, CIRAD. Nous
avons utilisé une technique PCR spécifique d’especes avec amplification de fragments d’ADN du
cytochrome b dans des conditions similaires a Garros et al. (2011). Les hotes recherchés étaient :
vache, cheval, sanglier, mouton/mouflon, chevre, cerf, chevreuil et isard (aussi appelé chamois
pyrénéen). Les identifications du cheval et du sanglier étaient basées sur des PCR simplex alors
que les identifications des ruminants domestiques et sauvages étaient basées sur une PCR

multiplex.

300 bp
200 by

Ladder 24h 48h 72h 144h unfed

Ladder 24h 48h 72h 144h unfed

Figure 13. Amplification d’ADN par (A) PCR multiplex

et (B) PCR simplex Les extraits d’ADN sont issus de femelles
T. bromius, gorgées sur sang de bovin citraté, 24h, 48h, 72h et
144h apres digestion. Une femelle non gorgée (« unfed ») a été
analysée comme témoin négatif.

Nous avons également testé une PCR simplex spécifique vache pour évaluer la sensibilité de la
technique PCR en fonction de la digestion du repas de sang. Pour cela, des femelles 7. bromius
ont été gorgées completement sur des nourrisseurs Hemotek® remplis de sang de bovin citraté et

recouverts d’un Parafilm® percé au milieu. Les femelles ont été tuées par le froid pour constituer
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4 groupes (N=6) selon le temps de digestion : 24, 48, 72 et 144h. Des femelles non gorgées (N=6)
constituaient le groupe controle. Avec la PCR simplex vache, toutes les femelles ont réagi
positivement jusqu’a 72h apres le repas de sang. Avec la PCR multiplex ruminants, le succes des
analyses diminue avec le temps de digestion : 6/6 a 24h, 3/6 a 48h et 0/6 a 72h (Figure 13).
Aucun résultat positif n’a été détecté 144h apres digestion contrairement a la technique ELISA
(Muzari et al. 2010a). En conséquence, la forte proportion de repas mixtes observée par Muzari
et al. (2010) s’explique par la détection du dernier repas de sang et des résidus du cycle
gonotrophique précédent (entre 3 et 11 jours auparavant). Avec la PCR, la détection d’un repas

mixte correspond a un vrai changement d’hdtes apres interruption du gorgement de la femelle.

En 2011, 2019 femelles ont été collectées dans les estives et, en 2012, 1746 femelles ont été
collectées dans le parc animalier. La proportion de femelles gorgées parmi les femelles collectées
était faible (2,2%), mais similaire aux collectes menées en Australie (3,2% de femelles gorgées)
avec les mémes pieges Nzi (Muzari et al. 2010a). La proportion de repas de sang identifiés est
tres satisfaisante avec 44/49 et 37/40 résultats positifs pour les femelles collectées,

respectivement, dans les estives et dans le parc.

A La Mouline, I’espéce la plus abondante était P. aprica, 70% des repas identifiés
correspondaient a du cerf et 30% a de la vache (Figure 14). A Mantet, les principales especes
étaient P. aprica, T. bromius et H. auripila. Les taons ont piqué des vaches (52%), des cerfs
(20%), des sangliers (16%), des chevaux (8%) et un mouton (4%). Un seul repas mixte
(vache/cheval) a été détecté sur une femelle 7. bromius collectée a Mantet. Pour T. bromius et H.
auripila, les profils trophiques correspondent a la disponibilité en hotes en fonction du lieu et du
moment de capture dans la saison. Ces résultats confirment le caractere opportuniste des femelles
taons. La forte proportion de cerf identifiée chez P. aprica est plus surprenante, en particulier a

Mantet ou la densité en cerf élaphe est faible.
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Figure 14. Origine des repas de sang de différentes especes de taons collectées dans les patures

Au parc animalier, 7. bromius était I’espece largement majoritaire dans les piégeages (90%). Les
femelles 7. bromius se sont gorgées sur cerf (85%), bison (9%) et sanglier (6%) (Figure 15). Des
analyses de séquencages ont aussi montré que les extraits d’ADN identifiés comme du cerf
n’étaient pas du daim ou du renne. Comme dans les estives, aucune femelle ne s’est gorgée sur
des petits ruminants sauvages au sein du parc. D’une part, les grands ongulés sont sans doute plus
attractifs car ils expriment davantage de stimuli visuels et olfactifs (Gibson & Torr 1999). D’ autre
part, les petits ongulés sont certainement plus sensibles et plus réactifs aux piqiires de taons, ce

qui diminue le succes de gorgement (Raymond & Rousseau 1987).
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Figure 15. Origine des repas de sang chez des femelles 7. bromius dans le parc animalier des
Angles. Les effectifs du parc sont : mouflons (44), daims (36), cerfs (33), isards (25), bouquetins
pyrénéens (16), loups (11), rennes (10), chevreuils (6), bison (5), marmottes (5), ours (2).

Nos observations dans les estives sont cohérentes avec les précédentes études et confirment que
les femelles tabanides sont des dipteres hématophages opportunistes avec une préférence pour les
grands mammiferes (Wilson & Richards 1969; Magnarelli & Anderson 1980). Etonnamment,
nous avons détecté une proportion importante de repas sur cerf, en particulier pour P. aprica. Les
résultats du parc animalier confirment que le cerf est un hote de choix surtout en 1’absence de
bétail. L’augmentation des taux d’occupation du cerf en France, notamment dans les foréts
d’altitude, depuis une dizaine d’années est un facteur treés favorable a 1’abondance des

populations de taons dans les estives (ONCFS 2012).
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Article 3 : Blood-feeding patterns of horse flies in the French Pyrenees: implications for the
epidemiology of re-emerging bovine besnoitiosis in western Europe
F. Baldacchino, L. Gardes, E. De Stordeur, P. Jay-Robert & C. Garros.
Veterinary Parasitology, in press.
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Horse flies can mechanically transmit Besnoitia besnoiti, the agent of bovine besnoitiosis.
Although previously limited to enzootic areas, especially the French Pyrenees Mountains,
bovine besnoitiosis is now considered a re-emerging disease in western Europe. To improve
understanding of the role of horse flies as mechanical vectors, this study investigated their
blood-feeding ecology in the eastern French Pyrenees, in two high-altitude summer pas-

fsﬁ:’;?; tures whose main domestic ungulates were cattle, and in a wildlife park with native fauna.
Blood meal Species-specific PCR assays were conducted to identify the sources of blood meals: wild
Cytochrome b boar, horse, cattle (or bison), sheep (or mouflon), goat, red deer, roe deer and izard (or
Livestock Pyrenean chamois). In La Mouline pasture, tabanids (N =20) fed on red deer (70%) and cat-
wild ungulates tle (30%). In Mantet pasture, tabanids (N=24) fed on cattle (52%), red deer (20%), wild boar
Besnoitiosis (16%), horse (8%) and sheep (4%). In the wildlife park, Tabanus bromius (N=32), the most

abundant species collected, fed on red deer (85%), bison (9%) and wild boar (6%). Despite
relatively high densities in both the pastures and in the wildlife park, small wild ungulates
(izard, mouflon and roe deer) were not detected as a source of blood meals. Only two mixed
blood meals were identified in two specimens of T. bromius: cattle/horse for the specimen
collected in the pastures, and bison/wild boar for the specimen collected in the wildlife
park. Our findings showed that tabanids display a level of opportunistic feeding behaviour,
in addition to a preference for red deer, the latter being particularly true for Philipomyia
aprica, the most abundant species collected in the pastures.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Recent epidemiological data confirm an increased
number of cases and a geographic expansion of bovine
besnoitiosis in cattle herds in Europe (Alvarez-Garcia et al.,
2013). Previously, this disease was only encountered in
enzootic areas, especially the French Pyrenees Mountains
(Jacquiet et al., 2010). Arthropods such as horse flies may
play a role in the mechanical transmission of B. besnoiti
from cattle with chronic or asymptomatic infections. The
mechanical transmission of B. besnoiti between cattle has

* Corresponding author at: Route de Mende, 34199, Montpellier cedex
5, France. Tel.: +33 4 67 14 23 21; fax: +33 4 67 14 24 59.
E-mail address: frederic.baldacchino@cefe.cnrs.fr (F. Baldacchino).

0304-4017/% - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.10.009

been demonstrated in experiments with African tabanids
(Bigalke, 1968). The persistent feeding behaviour of horse
flies is favourable to mechanical transmission, although
they most often continue to bite the same host following
an interrupted meal (Desquesnes et al., 2009). Mechanical
transmission principally occurs within a group of animals:
for example, in a herd or at gathering points. Pyrenean
summer pastures could be considered areas with a high
risk of transmission, as cattle there are highly exposed to
biting flies, and animals with chronic or asymptomatic
infections can mix with healthy livestock in the same herd.
Moreover, cattle graze near wild ruminants in mountain
pastures; the role of wild ungulates as a wild reservoir
of B. besnoiti remains unknown. In a recent serosurvey
of Besnoitia sp. infection in wild ruminants in Spain, sera
samples from roe deer and red deer were seropositive, but

Please cite this article in press as: Baldacchino, F., et al., Blood-feeding patterns of horse flies in the French Pyrenees. Vet.
Parasitol. (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.10.009
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Table 1
Estimated relative densities of animals in each valley during the summer of 2011.
Cattle Sheep Goats Red deer Roe deer Izards Mouflons Horses Wild boar
La Mouline Low Very low Absent Low Low Low Very low Very low Low
Mantet High Low? Low Very low Very high Very high Very low Very low High

Absent (N=0), very low (N=0.1-1), low (N=1.1-5), high (N=5.1-10) and very high (N>10).

N is the number of individuals per km?.

* A flock of sheep was only present in Mantet between mid- and end-June.

only one sample from each species was clearly identified
as B. besnoiti (Gutiérrez-Expoésitoa et al., 2013).

Understanding the biting intensity and blood-feeding
behaviour of tabanids is crucial to assessing how prob-
lematic they are and their potential role as mechanical
vectors (Magnarelli and Anderson, 1980). Although blood-
meal analysis has been widely applied to haematophagous
dipteran, especially mosquitoes, tabanids have received
little attention in this area. Studies of tabanid feeding pat-
terns have been conducted in North America (Magnarelli
and Anderson, 1980; Wilson and Richards, 1969), Africa
(Gouteux et al., 1989) and Australia (Muzari et al., 2010a),
but previously none had been carried out in Europe. More-
over, all of these studies were based on immunological
methods, which mainly detect species-specific targets, but
might not distinguish between blood meals obtained from
closely related host species (Mukabana et al.,, 2002). In
this study, we considered that tabanid blood-meal sources
might be identified with greater specificity and sensitivity
using host species-specific PCR-based assays (Garros et al.,
2011).

Using a molecular-based approach, this study investi-
gated the blood-feeding patterns of horse flies in the French
eastern Pyrenees. Tabanids were collected in summer pas-
tures where mainly cattle are present, and in a wildlife park
sheltering species representative of wild Pyrenean fauna.
Our objectives were to estimate the proportion of feedings
on domestic and wild ungulates, as well as the prevalence
of mixed blood meals. To this end, PCR-based assays were
optimized for tabanids, and their sensitivity to blood-meal
digestion was determined. The implications for horse fly
populations and the mechanical transmission of bovine
besnoitiosis are discussed.

2. Materials and methods
2.1. Study areas and tabanid collection

Tabanids were captured in the French eastern Pyre-
nees, in high-altitude summer pastures in the valleys of
La Mouline (2°14' E 42°37' N) and Mantet (2°18' E 42°28'
N), and in the Les Angles Wildlife Park (2°04’'E 42°34'N).
The estimated relative densities of hosts in each valley are
noted in Table 1. These estimates are based on sightings by
park rangers and on harvest report from hunters.

The wildlife park is home to Pyrenean fauna still present
in the natural environment (red deer [N=33], European
roe deer [N=6], mouflon [N=44], izard [N=25], Spanish
ibex [N=16], brown bear [N=2], wolf [N=11] and marmot
[N=5]) or no longer present in the wild in this region for
many centuries (European bison [N=5], reindeer [N=10]

and fallow deer [N=36]). This study site was chosen as
all potential tabanid hosts are available in a small area
(0.37 km?) and their exact densities are known, which is
not the case in mountain pastures.

The sampling design in the summer pastures was the
same as in the study by Baldacchino et al. (2013). In
the wildlife park, six Nzi (Mihok, 2002) traps baited with
octenol were set between or within the animal enclosures.
The octenol was dispensed in polyethylene sachets as in
Torr et al. (1997). Collections were made between 9 July
and 1 August 2012. One trap was moved on 23 July because
no flies were collected at the initial position. The tabanids
were identified using Chvala's key (1972) and kept in 95%
ethanol before molecular analysis.

2.2. Blood-meal digestion and species-specific PCR assays

To determine PCR sensitivity in relation to blood-meal
digestion, T. bromius females were used, as this species
is very common in Europe. Wild females were collected
in the field, kept in screen cages under laboratory condi-
tions (22-26°C, 40-60% relative humidity) and supplied
ad libitum with water and sucrose solution. 24 T. bromius
were fed to repletion with citrated bovine blood provided
with a Hemotek 5W1 Membrane Feeding System (Hemotek
Ltd., Accrington, England). A Parafilm® membrane was
stretched over the aperture of the meal reservoir of the
feeder, and a small hole punctured in the middle of the
membrane to allow a drop of blood to escape at the surface.
Feeders were placed under the cages between 11:00 and
18:00. Flies (n=6) were killed in groups by freezing at 24,
48, 72 and 144 h after feeding and stored in 95% ethanol at
—20°C before analysis. The blood-meal size of fed females
was assessed after dissection by weighing the gut. Unfed
female tabanids were used as a control (n=6).

Host identification analyses were made on specimens
collected in the summer pastures and the wildlife park.
Individuals were dissected to examine signs of engorge-
ment. The midguts that had visible traces of blood
were isolated in 95% ethanol and stored at —20°C. DNA
was extracted using a commercial kit (NucleoSpin Tis-
sue, Magerey-Nagel, Diiren, Germany) on each individual
midgut ground in 200 L of PBS buffer.

Genomic DNA extracts from tabanid midguts were
amplified by polymerase chain reaction (PCR) on a PTC-
100 thermal cycler (M] Research, Alameda, CA, USA) using
specific primers.

Host primers based on cytochrome b (cyt b) were
selected from Garros et al. (2011) for identifying wild boar,
horse, cattle (or bison), sheep (or mouflon), goat, red deer,
roe deer and izard (same primers as chamois).
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Primers for horse and wild boar were used in simplex
PCR-based assays with Univ1l and Univ3, respectively, as
forward primers. Primers for domestic and wild ruminants
were used in a multiplex PCR-based assay with Univ2 as
the forward universal primer. To assess the sensitivity of
the PCR assay in relation to blood-meal digestion, cattle
and Univ2 primers were also used in a simplex PCR-based
assay.

A 25 pL reaction mixture was used, containing 12.5 pL
of 2 x Type-it Multiplex PCR Master Mix (for multiplex PCR)
or 12.5 pL of TopTaq Master Mix (for simplex PCR), 0.5 pL of
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each primer (10 wM), 1 pL of DNA and nuclease-free water
(quantum satis). Both PCR kits were supplied by Qiagen,
Valencia, CA, USA.

The PCR conditions in simplex assays were the same
as those published by Garros et al. (2011), modified for
the annealing temperature: 49°C for cattle/Univ2, 50°C
for horse/Univ1l and 52 °C for wild boar/Univ3. In multi-
plex assays for Univ2, the PCR cycles were as follows: one
cycle at 95°C for 5 min, followed by 30 cycles at 95°C for
305, 57°C for 905, 72 °C for 30s, and one cycle at 60 °C for
30 min.

The PCR products were subjected to electrophoresis on
a 2% agarose gel stained with GelRed, including positive
controls for each set of midguts tested. EDTA-blotted blood
samples collected from wild and domestic animals were
used as positive controls as in Garros et al. (2011).

To verify that red deer identifications in the wildlife
park were not reindeer or fallow deer, PCR products were
sent for sequencing with forward and reverse primers
to Genoscreen, Lille, France. Sequences were edited with
BioEdit 7.0.5.3 freeware (Hall, 1999) and run through
the GenBank nucleotides, using BLASTN 2.2.25+ algorithm
(Altschul et al., 1997)

2.3. Data analysis

In the wildlife park, host forage ratios (Hess et al., 1968)
were used to determine if tabanids exhibited host biases.
Forage ratios were obtained by dividing the percentage of a
particular host species represented in tabanid blood meals
by the percentage of that host in the general population
of captive animals. Minimum flight distances of blood-fed
female T. bromius were calculated using a map of the park
at a scale of 1/4000 and were based on the location of traps
and hosts.

3. Results

In the mountain pastures, a total of 2020 tabanids
(including 1 male) belonging to 19 species were collected
during eight 48-h trapping periods. In the wildlife park, a
total of 1746 tabanids (including 3 males) belonging to 15
species were collected over a three-week trapping period.
Of the female tabanids captured in the pastures, there were
49 specimens with visible traces of blood after dissection;
of those captured in the wildlife park, there were 40 speci-
mens with traces of blood. Of these, a total of 44 specimens
collected in the pastures (90%) and 37 specimens collected
in the wildlife park (93%) produced positive host identifi-
cation in the species-specific PCR assays (Figs. 1 and 2). The
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Fig. 1. Proportions of hosts identified from blood meals of different
tabanid species in the pastures. Tabanids were collected with Nzi traps in
the valleys of La Mouline and Mantet, eastern Pyrenees, France, between
May and September 2011.

majority of the blood-fed specimens in the pastures were
Philipomyia aprica (Meigen 1820) (n=21), Tabanus bromius
Linnaeus 1758 (n=8) and Hybomitra auripila(Meigen 1820)
(n=8), whereas most of the blood-fed specimens in the
wildlife park were T. bromius (n=32).

In T. bromius, the mean (+SE) blood-meal size was 39.5
(+£8.1)mg after 24h, 19.6 (+1.8)mg after 48h and 5.0
(+1.4) mg after 72 h. There was no visible trace of blood in
the midgut 144 h (6 days) after feeding, but females were
full of eggs. No eggs were observed in unfed females.

A 1/10 dilution of the extracted DNA was sufficient for
amplification (Fig. 3). All blood meals digested for 24, 48
and 72 h gave positive results (18/18)in simplex PCR assays
with cattle and Univ2. In multiplex PCR assays, the number
of blood meals that successfully amplified decreased to 6/6,
3/6 and 0/6 for meals digested for 24, 48 and 72 h. No DNA
from blood meals digested for 6 days was amplified (0/6).
Although the multiplex PCR appeared less sensitive than
the simplex PCR, it was more convenient to use this method
for screening blood meals taken from domestic and wild
ruminants.

The molecular identification of the origin of blood meals
in engorged tabanids collected in the mountain pastures
is shown in Fig. 1. None of the females tested positive for
goats, roe deer, izards or mouflons. In La Mouline, tabanids
fed on red deer (70%) and cattle (30%). In Mantet, tabanids
fed on cattle (52%), red deer (20%), wild boar (16%), horse
(8%) and sheep (4%). One mixed blood meal was detected
in a female T. bromius (cattle/horse).

In the park, T. bromius (90%) was the most abundant
species collected (Fig. 2). A total of 32 specimens gave
positive results for red deer (n=28), bison (n=3) and
wild boar (n=2), with one mixed blood meal (bison/wild
boar). The forage ratios (FR) indicate a preference for
red deer (FR=3.3) and bison (FR=2.3) (Table 2). All
engorged females from other species tested positively only
for red deer: Hybomitra montana (Meigen 1820) (n=1),
Tabanus sudeticus Zeller 1842 (n=2) and Haematopota
pluvialis (Linnaeus 1758) (n=2). Ten positive PCR products
for red deer were sequenced and confirmed the specificity

Please cite this article in press as: Baldacchino, F., et al., Blood-feeding patterns of horse flies in the French Pyrenees. Vet.
Parasitol. (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.10.009

-95-




Blood-feeding patterns of horse flies in the French Pyrenees

G Model
VETPAR-7001; No.of Pages6

4

10

F. Baldacchino et al. / Veterinary Parasitology xxx (2013 ) Xxx-xxx

W Wwild boar
[ Red deer
D Bison

A Nzi trap

Fig. 2. Host identification from blood meals of T. bromius (n=32/1569) in the Wildlife Park. Tabanids were collected with Nzi traps at different positions

between 9 July and 1 August 2012.

of the DNA markers as none of these products were identi-
fied as reindeer or fallow deer.

The minimum flight distance between T. bromius and
host locations was 291.1 + 37.4 m (mean + standard error)
with a maximum value of 600 m.

4. Discussion

Observations of the blood-meal size 24 h post-ingestion
of T. bromius (~40 mg) were close to those in previous
works on engorged medium-sized Tabanus species just
after feeding, such as T. mularis (~57 mg), T. subsimilis
(~65mg), and T. pallipennis (~40mg) (Hollander and
Wright, 1980; Muzari et al., 2010b). Host DNA extracted
from the blood meal 72h post-ingestion still acted as
an efficient template for PCR amplification. In one study,
Muzari et al. (2010a) were able to identify horse blood
antigens in tabanid specimens up to 6 days post-ingestion
using an ELISA assay. They detected a high proportion of
mixed blood meals (>20% of all detected meals), probably
because the blood meals identified included residues from
previous gonotrophic cycles. In our study, blood meals
digested for 6 days could not be identified by PCR, and
only two mixed (double feeding) blood meals (2.5% of all
detected meals) were observed. These mixed blood meals
corresponded to real host switching during a feeding

attempt, the consequence of interrupted feeding due to
the host's defensive movements (Muzari et al., 2010b).

The proportion of blood-fed females collected (in
both the pastures and the wildlife park) was relatively
low (2.2%), but was consistent with previous studies. In
Australia, 3.2% of the field specimens collected using Nzi
traps had visible traces of blood (Muzari et al., 2010a). Nzi
traps are visually attractive traps that more specifically
catch female tabanids during their host-seeking flights.

In the La Mouline pasture, the estimated population of
red deer was about 1.5 times lower than the cattle pop-
ulation. However, P. aprica, the most abundant tabanid
collected in this valley, fed more on red deer than on cat-
tle. Surprisingly, none of the tabanids collected here fed on
small wild ungulates (izard and roe deer). In the Mantet
pasture, none of the tabanids fed on small wild ungu-
lates either, despite izard and roe deer densities being very
high in this valley. Yet all the tabanid species took at least
one blood meal on cattle. Three species were collected
in sufficient numbers to describe their feeding pattern.
The feeding patterns of T. bromius and H. auripila can be
explained by host availability, considering the location and
time of trapping. H. auripila was more abundant in the
higher altitudes of the valley at the end of June, when cat-
tle were at lower altitudes (Baldacchino et al,, 2013). T.
bromius was more abundant at lower and medium altitudes
between mid-July and mid-August, when cattle were most

Table 2

Forage ratios of tabanids on ungulates in the Wildlife Park.
T. bromius (n=32/1569) Red deer Bison Wild boar Roe deer Izard Mouflon
% Blood meals 85 9 6 0 0 0
% In park 26 4 12 5 19 34
Forage ratio 33 23 05 0 0 0

1 mixed blood meal (bison/wild boar).
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Fig. 3. Post-ingestion effects on PCR amplification. DNA products from
blood meal of fully engorged T. bromius females extracted 24, 48, 72 and
144 h post-feeding were amplified by (A) simplex or (B) multiplex PCR-
based assays.

present at medium and higher altitudes. For P. aprica, the
prevalence of identified hosts is in contrast with the den-
sities of cattle and red deer, yet this species was collected
at the same altitudes as T. bromius. Therefore, T. bromius
and H. auripila can be considered opportunistic feeders as
mixed blood meals were also detected for T. bromius. The
feeding pattern of P. aprica suggests a level of opportunistic
feeding in addition to a preference for red deer.

Our survey in the wildlife park allowed us to compare
the prevalence of blood meal sources with host densi-
ties, as well as to estimate the dispersal activity of horse
flies. Similar studies have been made on mosquitoes in
North American zoos and on biting midges in British zoos
(Greenbergetal.,2012; Tutenetal.,2012; Vilaretal.,2011).
In our survey of the wildlife park, no tabanids tested pos-
itively for small wild ungulates (izard, mouflon and roe
deer), even when collections were done within or nearby
the enclosures of these animals. These results match our
findings in the pastures. However, all tabanid species tested
positively for red deer, and T. bromius, the most abundant
species, fed preferentially on large ungulates (red deer and
bison).

There are two speculative explanations for this
behaviour. The first is that large ungulates may be more
attractive than small ones, presenting larger visual cues and
releasing more chemical cues into the air, such as carbon
dioxide and host odours (Gibson and Torr, 1999; Viennet
et al., 2012). The second is that small ungulates may be
more sensitive and thus more responsive to the biting of

tabanids. Previous studies on biting flies (tsetse and stable
flies) indicate that they are more successful in feeding on
older animals because of host size and because of younger
animals’ higher levels of defensive behaviour (Schofield
and Torr, 2002; Torr et al., 2001).

The mean flight distance observed between a blood-fed
T. bromius and a host was about 300 m. This flight dis-
persion is relatively large in comparison with mosquitoes
containing fresh blood meals, which are mainly found
within 40 m of their host (Ejiri et al., 2011). Horse flies are
strong, fast fliers that can reach a mean daily flying distance
of 1-2 km per day (Konstantinov, 1993).

Our findings are consistent with other studies showing
that large mammals are preferential hosts for taban-
ids. In Connecticut, tabanids captured in woodlands and
pastures fed preferentially on cattle (57%) and horses
(14%) (Magnarelli and Anderson, 1980), and in Louisiana,
tabanids collected in estuarine and alluvial areas also
fed preferentially on cattle (63.2-74.1%) and horses
(20.3-22.8%) (Wilson and Richards, 1969). In both studies,
red deer are also hosts of most tabanid species (4-9.3%)
and are considered of major importance in localities where
cattle are absent. In our study, tabanids surprisingly fed
equally on cattle (42.2%) and red deer (42.2%), particularly
P. aprica, which in fact shows a preference for red deer. P.
aprica is typical of hilly landscapes and is mainly encoun-
tered in mountainous regions (Chvdla et al., 1972). So this
species might be more linked to large wild hosts such as
red deer.

The red deer has a large distribution in Europe, and
over the last 50 years, red deer densities have consider-
ably increased in France and in other European countries
(Burbaité and Csanyi, 2010). Increasing populations of red
deer might help to maintain a high annual population
of tabanids (Foil and Hogsette, 1994) by making it eas-
ier for females to locate a host and fulfil their nutritional
and reproductive requirements, which could promote an
intense pressure of horse flies on livestock and a higher
transmission risk of bovine besnoitiosis. In addition, over
the last few decades, forest areas, especially the distribu-
tion of Pinus mugo, have expanded into higher elevations
in response to decreased grazing pressures and a warm-
ing climate (Heuertz et al, 2010). As it fragments open
areas, forest expansion might also increase the abundance
of tabanids in the future (Baldacchino et al., 2013).

Our results suggest that the most abundant tabanid
species could potentially transmit bovine besnoitiosis in
Pyrenean pastures and, more specifically, that P. aprica
could act as amechanical vector for Besnoitia sp. in red deer.
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2.4.

Conclusion chapitre

Ces différents travaux sur I’écologie des taons donnent une image plus précise de I’activité de ces

ectoparasites dans les estives de haute-montagne :

i)

L’exposition, D'altitude et la structure paysagere influencent la distribution spatio-
temporelle des femelles adultes qui sont plus abondantes dans les zones fragmentées
foréts — milieux ouverts et moins abondantes en altitude (a 1’exception des especes de
montagne). La période d’activité s’étend de juillet a aolt (plus courte dans les estives
exposées au sud) avec une succession d’especes au cours de I’été. Les principales especes
ont un seul pic d’activité journalier, entre 11h et 13h (GMT+1).

Les conditions climatiques et 1’altitude influencent 1’activité de piqlire des femelles. Des
températures €levées, une vitesse de vent faible et une humidité relative basse sont
globalement favorables aux attaques de taons. L’altitude, qui modifie aussi les conditions
climatiques, est associée négativement au nombre de piqlires. Les pattes des bovins sont
les régions du corps les plus piquées, ce qui explique pourquoi, en réaction, les coups de

pattes sont positivement corrélés aux attaques de taons.

iii) Les femelles taons ont un comportement trophique plutdt opportuniste en estive, le cerf

constituant un hote préférentiel dans ce type d’environnement. En revanche, aucun repas

de sang sur petits ruminants sauvages n’a été détecté.

Les implications de ces études sont nombreuses concernant 1’abondance des populations de

taons, la transmission de la besnoitiose bovine, la surveillance et la lutte contre ces insectes :

)

L’évolution actuelle des paysages en montagne et des densités de cerfs sont propices a la
prolifération des taons dans les années a venir. D’une part, la fragmentation des milieux
ouverts, due a I’expansion des foréts, crée des habitats favorables aux taons. D’autre part,
I’augmentation du taux d’occupation du cerf élaphe dans les foréts d’altitude facilite
I’obtention d’une source de sang pour les femelles.

Toutes les especes de taons collectées en estives se nourrissent sur bovins et leur
abondance est donc favorable a la diffusion de la besnoitiose bovine. Le role des cerfs

comme réservoir de Besnoitia besnoiti reste mal connu. Toutefois, le comportement
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trophique des taons apparait aussi favorable a la transmission de Besnoitia sp. chez les
cerfs.

ii1) L’observation des réactions de défense a montré que les coups de pattes pouvaient étre un
assez bon indicateur de la nuisance due aux taons (plus de 10 coups de pattes/min — au
moins 2 attaques de taons/vache/min). Le comptage des réactions de défense est une
méthode simple et pratique pour évaluer la nuisance des animaux dans le cadre d’une
surveillance ou d’un protocole de lutte.

iv) Le contrdle des populations de taons et la protection des troupeaux peuvent passer par
I'usage de différentes méthodes (cf. chapitre 4). Lors d’une lutte chimique, il faut
s’assurer que le produit utilisé diffuse et demeure suffisamment actif dans les régions
basses du corps, les plus piquées (pattes et mamelles). En estive, la protection des bovins
peut se faire en privilégiant des zones de paturage éloignées des lisicres et en altitude.
Cependant, un troupeau constitue un groupe d’hotes tres attractifs pour les taons qui ont
la capacité de vol suffisante pour le localiser. La lutte contre les femelles adultes doit étre
concentrée en été, les jours ou les conditions climatiques sont les plus favorables

(températures élevées, vitesse du vent et humidité faibles).
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Chapitre 3: Tabanidae et odeurs d’hotes

Pour communiquer, les mammiferes utilisent des signaux chimiques qui résultent de leur
métabolisme et se retrouvent dans les produits d’excrétions, les sécrétions glandulaires et les
exsudations (Madubunyi er al. 1996). Les dipteres hématophages interceptent ces molécules
volatiles pour localiser leurs hotes. Ces molécules sémiochimiques sont donc des kairomones
c’est-a-dire qu’elles sont produites par une espece dite émettrice, qu’elles interagissent avec une
autre espece dite réceptrice et que cette interaction bénéficie a 1’espece réceptrice et non a
I’espece émettrice (Ruther er al. 2002). Une meilleure compréhension de I'implication des
kairomones dans la localisation des hotes est nécessaire, en particulier pour améliorer 1’efficacité
des appats ajoutés aux pieges dans les programmes de surveillance ou de lutte contre les insectes

(Takken & Knols 2010).

Chez les Tabanidae, I’attractivité de différentes odeurs d’hdtes a été étudiée sur le terrain grace a
des protocoles de piégeage. L’octénol, certains phénols et les urines d’ongulés sont des
substances attractives pour les taons, mais les résultats peuvent étre tres variables d’une étude a
I’autre. La physiologie sensorielle des taons reste un champ inexploré, probablement a cause de
I’absence de colonies de laboratoire. Seuls Stoffolano ef al. (1990) ont enregistré des réponses
physiologiques chez T. nigrovittatus apres stimulation des récepteurs gustatifs situés sur les
tarses. Nous proposons ainsi d’étudier la sensibilité olfactive de deux especes de taons (7.
bromius et A. quadrifarius) a travers (i) I’enregistrement des réponses physiologiques antennaires
consécutives a des stimuli olfactifs via 1’électroantennographie (EAG) (Encart 3), et (ii) la
comparaison des collectes réalisées sur le terrain en utilisant des pieges attractifs visuels

complétés, ou non, par différents attractifs olfactifs potentiels.

Le premier article (Article 4), publié dans Medical and Veterinary Entomology, compare
I’activité de différentes urines d’ongulés sur les récepteurs olfactifs des antennes des deux
especes de taons ainsi que 1’attractivité de ces urines sur le terrain. Ce travail a permis de valider

la technique d’EAG que nous avons mise au point pour les taons.
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Encart 3 : Electroantennographie (EAG)

L’électroantennographie est une approche simple pour
étudier les réponses des récepteurs cellulaires des
antennes d’insectes a des stimuli olfactifs (Jeanbourquin
2005). L’électroantennogramme représente un dérivé des
potentiels des récepteurs de plusieurs cellules réceptrices
olfactives activés par un stimulus donné et enregistrés
plus ou moins simultanément par une électrode au
contact de 1’épithélium sensoriel. Une odeur donnée
entraine une dépolarisation négative rapide suivie d’une
N\ repolarisation plus lente a la fin du stimulus (Schneider
Figure A. Montage EAG avec I’antenne disposée 1969; Roelofs 1984). L’amplitude d’une réponse EAG
entre 1'électrode de référence et Iélectrode Adugmente a doses croissantes jusqu’a saturation. Les
d’enregistrement. Le tube en métal permet de doses des stimuli testées en EAG doivent étre cohérentes
maintenir sur I’antenne un flux d’air humidifié et avec la physiologie des insectes utilisés (Bruce et al.
filtré sur charbon actif. (F. Baldacchino, 2013) 2005) .
Cette technique est basée sur les travaux de Schneider
(1957) qui enregistra des petites fluctuations de voltage
entre la base et la pointe d’'une antenne de bombyx du
mdrier (B. mori) stimulée par des phéromones. L’EAG a
été utilisée chez les glossines (Hall er al. 1984; Den
Otter et al. 1988) et chez les stomoxes (Schofield et al.
1995; Jeanbourquin & Guerin 2007) afin d’identifier,
parmi les odeurs d’hotes, les molécules actives sur les
récepteurs cellulaires des antennes.
Les enregistrements peuvent se faire sur I’antenne seule,
sur I’antenne avec la téte ou sur I’antenne avec ’insecte

entier. Dans nos travaux, nous avons privilégié le
montage de I’antenne seule entre les deux électrodes, ce
qui permettait d’avoir un meilleur signal par rapport au
montage de 1’antenne avec la téte.

Figure B. Zoom sur I’antenne d’une femelle
T. bromius (F. Baldacchino, 2011)

Stimulus 1 5 40 Temps (s)  Stimulus 2

| = -

I Amplitude (mV) IO | I
-1

Figure C. Enregistrement d’un électroantennogramme sur antenne de 7. bromius. L ’intervalle
minimum entre les stimuli étaient de 60s afin d’éviter une saturation des récepteurs cellulaires.
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Le deuxieme article (Article 5), publié dans Medical and Veterinary Entomology, met en
évidence les réponses physiologiques et comportementales des taons vis-a-vis de I’octénol, des
phénols et de I’urine de cheval. Il apporte un regard neuf sur les interactions entre kairomones et

les différences interspécifiques chez les Tabanidae.

3.1. Systeme olfactif chez les Tabanidae

3.1.1. Organisation du systéme olfactif périphérique chez les insectes

Le systeme olfactif périphérique constitue le nez des insectes (de Bruyne & Baker 2008). Pour
qu’un insecte puisse répondre a son environnement par des comportements appropriés, son

systeme olfactif doit :

- Fournir une information rapide et fiable a propos de signaux spécifiques qui induisent des

comportements innés.

- Capter les caractéristiques essentielles d’un large éventail d’odeurs qui peuvent étre

mémorisées et qui peuvent guider des comportements adaptatifs.

B Sensillum lymph
I Cuticle
B Epidermis cell

i Tormogen /
Trichogen cell

Figure 16. Section longitudinale d’une sensille
basiconique de D. melanogaster (in Hansson & Stensmyr
2011)
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Les neurones olfactifs ORN (Olfactory Receptor Neurones) ou OSN (Olfactory Sensory
Neurones) sont les détecteurs d’odeurs qui vont limiter la capacité olfactive des insectes.
L’étendue et la précision avec lesquelles les odeurs peuvent étre identifiées dépend du nombre de
ces détecteurs et de leur sensibilité vis-a-vis des différents composés chimiques. Les ORN sont
des neurones bipolaires qui se développent a partir de cellules épithéliales. Ces cellules forment
des petites structures cuticulaires, les sensilles, chaque ORN se prolongeant a I’intérieur d’une
sensille olfactive (Figure 16). Les pores a travers la cuticule de la sensille permettent aux
molécules odorantes de passer et de se dissoudre dans la lymphe (Hansson & Stensmyr, 2011).

La majorité des sensilles olfactives est sur les antennes, mais une petite partie est sur les palpes
labiaux ou maxillaires. Par exemple, chez la drosophile, il y a 1200 neurones olfactifs sur le 3°™

segment de 1’antenne et 120 neurones olfactifs sur les palpes maxillaires (Jefferis 2005).

3.1.2. Fonctionnement du systeme olfactif

Odeurs L °

Récepteurs olfactifs

Neurones olfactifs
Antenne

Centre glomérulaire : Cerveau
Lobe antennaire

Neurones de projections

Centres supérieurs du cerveau:
Corps pédonculés

Lobes protocéréebraux latéraux

Figure 17. Anatomie du systeme olfactif chez les insectes
(d’apres Ramdya & Benton 2010)
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Les différentes odeurs sont captées par des récepteurs olfactifs ORs (Odorant Receptors)
spécifiques situés dans les dendrites des neurones olfactifs (Ramdya & Benton 2010) (Figure 17).
La grande majorité des neurones olfactifs ne possede qu’un seul type d’OR et ils sont donc
sensibles a une gamme étroite de molécules. Les axones des neurones olfactifs qui posseédent un
méme OR convergent vers un ou plusieurs glomérules de méme type a I'intérieur du lobe
antennaire. De 13, les neurones de projection transmettent I’information olfactive aux centres
supérieurs du cerveau qui sont les corps pédonculés et les lobes protocérébraux latéraux. Par
conséquent, le systeme périphérique transforme I’identité et I’intensité d’une odeur en un

« code » glomérulaire unique avec sa composante spatio-temporelle.

3.1.3. Caractéristiques des antennes de Tabanidae

Les antennes de Tabanidae ont des caractéristiques variables selon les genres et les especes,
(Figure 18). L’antenne est divisée en 3 parties : le scape (=1 segment), le pédicelle (2™
segment) et le flagelle (a partir du 3eme segment) (Chvadla et al. 1972). Contrairement au scape et

au pédicelle, le flagelle est segmenté avec un segment basal plus grand.

Figure 18. Antennes de Tabanidae (in Chvala ef al. 1972)
a. P. micans, b. C. viduatus, c. H. distinguenda, d. H. pluvialis
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Figure 19. Sensilles des antennes de H. bimaculata (in Ivanov 2007)
(A) Sensilles chétiformes et trichoides sur le scape et le pédicelle (x240)
(B) Sensilles basiconiques et trichoides sur le 3eme segment (x1800)

(C) Sensilles basiconiques et trichoides sur le 3eme segment (x910)

(D) Sensilles basiconiques et cceloconique sur le geme segment (x1250)

Il existe plusieurs types morphologiques de sensilles réparties différemment sur les segments de
I’antenne. Cette répartition spatiale est assez semblable chez les différentes especes (Ivanov
2007) (Figure 19). Les sensilles chétiformes (sensilla chaetica) sans pores sont surtout réparties
sur le scape et le pédicelle. Elles jouent le role de mécanorécepteurs. Les sensilles olfactives
trichoides (sensilla trichoidea) et basiconiques (sensilla basiconica) sont principalement situées
sur le flagelle, de méme que les sensilles cceloconiques (sensilla coeloconica) supposées avoir

une fonction hygro/thermo-réceptive. Parashar et al. (1994) ont suggéré que la sensibilité
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olfactive des différentes especes de taons dépend étroitement du nombre de sensilles olfactives

présentes sur les antennes.

3.2. Role des kairomones dans la localisation des hotes vertébrés

3.2.1. Principaux composés impliqués

Plusieurs composés chimiques ont été identifiés comme des attractifs chez les taons. Les tableaux
des annexes 4 et 5 synthétisent les principales données disponibles a ce-jour sur le CO; et les
autres kairomones. Le CO,, présent dans la respiration des vertébrés, est un attractif universel
pour tous les dipteres hématophages. Les autres composés attractifs pour les taons sont I’octénol
et certains phénols (Gibson & Torr 1999). En revanche, les cétones (e.g. acétone) ne sont pas des
molécules attractives.

Ces composés sont naturellement produits par le métabolisme des mammiferes et ils sont ainsi
présents dans les émissions volatiles issues de la respiration, des éructations, de la transpiration,
des feces ou encore des urines (Hall er al. 1984; Owaga et al. 1988; Madubunyi et al. 1996;
Jeanbourquin & Guerin 2007; Harraca et al. 2009; Dormont et al. 2010).

Les urines d’ongulés ont un tres fort pouvoir attractif sur les femelles de taons adultes. Des
expériences réalisées avec des pieges Canopy en Croatie ont montré de tres fortes augmentations
de collectes avec de 1’urine de cheval pour différentes especes (A. loewianus, H. pluvialis, T.
bromius) (Krémar et al. 2006). Au Canada, une expérience conduite avec des pieges Nzi et de
I’urine de vache a mis en évidence une bonne attractivité pour Hybomitra spp. (x 1,8) mais pas
pour Tabanus spp. (Mihok & Mulye 2010).

L’attractivité de ’urine des ongulés pour les taons reste mal expliquée. Mihok et Lange (2012)
ont démontré un effet synergique entre I’ammoniaque et les phénols présents dans les urines.
Mais d’autres composés pourraient aussi €tre impliqués dans le comportement de recherche

d’hotes par les femelles.
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L’octénol est un attractif efficace chez de nombreux insectes hématophages notamment les
glossines et les stomoxes (Hall et al. 1984; Schofield & Brady 1997). Chez les taons, plusieurs
études ont montré son efficacité sur le terrain. L’ajout d’octénol permet de multiplier les collectes
par un facteur compris entre 2 et 9 selon les études (Mihok & Mulye 2010). Le taux de diffusion

de I’octénol dans I’air ne semble pas affecter les collectes.

Les phénols sont tres présents dans les urines d’ongulés, en particulier le 4-méthylphénol (4MP)
ou p-crésol (Okech & Hassanali 1990). Ces phénols se forment progressivement dans les urines a
partir de la dégradation microbienne de composés précurseurs (glucuronates et sulfates). Ainsi,
I’urine « vieillie » pendant deux a trois semaines sera beaucoup plus attractive que I'urine
« fraiche ».

Le 4MP et le 3-n-propylphénol (3PP) sont les phénols qui ont été le plus souvent testés chez les
taons. Owaga et al. (1988) ont démontré qu’ils étaient responsables de 1’attractivité de 1’urine de
buffle pour les glossines. Ces deux phénols sont classiquement utilis€és en mélange avec
I’octénol. Au Zimbabwe, une formulation octénol+4MP+3PP (4:8:1) a augmenté nettement
(usqu’a 10 fois) les collectes de Tabanus sp. (Phelps & Holloway 1992). Cependant, la méme
formulation testée en Louisiane (USA) s’est révélée moins efficace, le nombre de Tabanus sp.

capturés ayant seulement doublé du fait de la présence de 1’octénol.

Finalement, peu de composés ont été testés chez les taons et les observations peuvent étre tres
contrastées d’une étude a l'autre. L’absence de protocole standardisé rend difficile la
comparaison des résultats obtenus pour différentes especes, dans différentes régions. En outre, la

lourdeur des expérimentations de terrain est un frein a la généralisation des tests.

3.2.2. Contraintes liées a I’expérimentation sur le terrain

Toutes les études sur les attractifs des taons sont basées sur des comparaisons de collectes sur le
terrain. Les résultats observés sont ainsi tres variables selon le dispositif expérimental mis en
ceuvre (pieges, mode de diffusion des odeurs...), les conditions environnementales lors des tests
(variables météorologiques, présence d’animaux a proximité des pieges...) et les especes de taons

présentes.

-108 -



Les deux principaux pieges qui ont été utilisés pour les taons sont les pieges Canopy (Hribar et
al. 1991) et les pieges Nzi (Mihok 2002). Or, les collectes avec les pieges Canopy sont beaucoup
plus affectées par I’ajout d’un attractif odorant que celles avec les pieges Nzi (Mihok & Mulye
2010). En effet, un piege Canopy sans attractif capture beaucoup moins de taons qu’un piege Nzi
qui est visuellement tres attractif. L’efficacité réelle (nombre d’insectes capturés par rapport au
nombre d’insectes attirés) d’un piege Nzi est de ’ordre de 45% pour T. sufis, T. taeniola et A.
agrestis en Afrique (Mohamed-Ahmed ef al. 2007). Bien que cette efficacité n’ait jamais été
réellement mesurée pour des especes tempérées, ce piege s’est révélé tres efficace dans la collecte
des taons en Amérique du Nord. Par exemple, plus de 400 H. epistates ont été collectés en

moyenne au Canada par piege et par jour (Mihok & Lange 2012).

Différents dispositifs ont été testés pour la diffusion des odeurs. Pour les urines, I’ammoniaque
ou I’acétone, I'usage de récipients plastiques avec des ouvertures de différents diametres permet
de faire varier le taux d’évaporation. Pour I’octénol et les phénols, I'utilisation de sachets en
polyéthylene (50 cm? de surface et 0,15 mm d’épaisseur) permet une diffusion durable et connue
d’apres les estimations de Torr ef al. (1997). Le taux de diffusion de I’octénol a partir de ces
sachets est environ 6 fois celui d’un beeuf (0,02 mg/h) (Torr ef al. 1995). Des taux de diffusion
bien supérieurs (40 mg/h) ont été testés avec de 'octenol dans des flacons surmontés d’une
meche en coton (French & Kline 1989; Nilssen 1998). Des dispositifs commerciaux sont
également disponibles pour I’octénol comme le Dragonfly® lure (Bosensory, Willimantic, CT,
USA) ou le Mosquito Magnet® octenol cartridge (American Biophysics, East Greenwich, RI,
USA). Mais, aucun effet dose-réponse de 1’octénol n’a été détecté sur les collectes de taons lors
de tests avec des sachets en polyéthylene (0,13 mg/h) et des appats Dragonfly (1,5 mg/h) (Mihok
& Mulye 2010).

Les conditions climatiques peuvent également fortement influencer les collectes, notamment le
vent qui perturbe les signaux olfactifs captés par les antennes des taons. En effet, les dipteres
détectent et répondent aux changements de fréquence des bouffées d’odeurs ainsi qu’a la
concentration relative des composés volatils présents dans ces bouffées (Gibson & Torr 1999).
L’augmentation des turbulences perturbe la circulation des bouffées d’odeurs, ce qui entraine une

dilution des odeurs et donc une diminution de la force du signal odorant.
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Enfin, la présence d’animaux peut affecter les expérimentations sur le terrain comme cela a pu
étre observé chez les stomoxes au Kenya (Mihok ef al. 1995). Des pieges Vavoua avec de
I’octénol, installés a proximité d’un troupeau, ne collectaient pas davantage de stomoxes que les
pieges sans octénol. En revanche, I’ajout d’octénol s’est montré réellement efficace dans le parc
national voisin. Nous avons rencontré le méme probleme lors d’une expérimentation avec des
pieges Nzi et des urines d’ongulés domestiques. Les pieges ont été installés dans une pature de
vaches camarguaises qui se déplacaient peu. Le piege le plus proche des vaches a attiré beaucoup

plus de taons que les autres pieges.

3.2.3. Comparaisons des odeurs d’ongulés domestiques : exemple des
urines

Article 4 : Behavioural and electrophysiological responses of females of two species of
tabanid to volatiles in urine of different mammals.
F. Baldacchino, J. Cadier, A. Porciani, B. Buatois, L.Dormont & P. Jay-Robert.

Medical and Veterinary Entomology, 27, 77-85. 2012
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2915.2012.01022.x/abstract

Résumé

Pour mieux comprendre la dépendance des taons vis-a-vis de leurs différents hotes potentiels, il
nous a semblé opportun d’étudier I’effet de kairomones hautement spécifiques. Nous avons donc
étudié la sensibilité des taons au odeurs d’urines des trois principaux ongulés domestiques que
sont la vache, le cheval et la brebis. L’effet de ces trois urines sur les femelles a été évalué
conjointement au niveau physiologique (sensibilité antennaire) et comportemental (attractivité
réelle). L’ attractivité en conditions naturelles a été testée selon la méthode du carré latin avec 4

pieges Nzi (3 avec urine et 1 sans urine).
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L’expérience a été menée sur le site de « Peau de Meau » dans la réserve naturelle des Coussouls
de Crau (Figure 20). Ce site est un site de choix car :
- On y trouve au printemps d’importantes populations de deux Tabanini : 7. bromius et A.
quadrifarius (probablement en lien avec la présence de canaux d’irrigation).
- La Crau seche est une steppe tres vaste et tres homogene sans végétation haute. Ainsi, la
visibilité des picges Nzi n’est pas perturbée et les bouffées d’odeurs se déplacent dans
I’air sans obstacles.
- Cette zone est exclusivement paturée par des ovins depuis plusieurs siecles. Il ne peut
donc pas y avoir d’interférence entre les pieges et la présence de grands ongulés. Un
troupeau de vaches camarguaises et quelques chevaux sont présents dans une pature

située a environ 1 km.

Figure 20. Piege Nzi sur le site de « Peau de Meau » (F. Baldacchino, 2011)

Les réponses physiologiques des antennes ont €té enregistrées par EAG. Les tests ont été
effectués sur des femelles collectées sur le terrain et maintenues en vie au laboratoire avec de

I’eau sucrée disponible ad libitum sur des éponges fines.
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Afin de valider le montage de I’antenne et le protocole EAG, nous avons mesuré ’activité de
I’octénol a différentes concentrations et du dichlorométhane (DCM). L’octénol est un attractif
commun aux dipteres hématophages. Son activité sur les récepteurs cellulaires des antennes de
glossines et de stomoxes a déja été testée avec succes (Den Otter et al. 1988; Schofield et al.
1995). Le DCM est un solvant inerte qui est communément utilisé en écologie chimique.

L’augmentation de la concentration de I’octénol a entrainé pour 7. bromius comme pour A.
quadrifarius des réponses antennaires d’amplitudes croissantes mais les réponses enregistrées
pour A. quadrifarius sont demeurées tres faibles. Pour le DCM, les réponses EAG n’étaient pas
significativement différentes des réponses obtenues en 1’absence d’odeur (enregistrement des
réponses des mécanorécepteurs uniquement). Le protocole a donc été validé avec utilisation de

I’octénol a 0,1 mg/uLL comme témoin positif et du DCM pur comme témoin négatif.

Les urines d’ongulés domestiques ont subi une extraction au solvant DCM. Les réponses
antennaires enregistrées avec les extraits d’urines sont les suivantes :
- Pour T. bromius, aucune différence significative n’a été€ observée entre I’octénol a 0,1
mg/uL et les urines ;
- Pour A. quadrifarius, 1’octénol n’a déclenché que des réponses faibles toujours
significativement inférieures a celles déclenchées par les urines ;
- Pour les deux especes, les urines de vache et de cheval ont déclenchées des réponses

significativement supérieures aux réponses obtenues avec 1’urine de brebis.

D’un point de vue physiologique, il existe donc une différence entre les réponses des récepteurs
cellulaires des deux especes, A. quadrifarius étant tres peu sensible a 1’octénol. Par ailleurs, les
réponses enregistrées pour les urines sont cohérentes avec la biologie des femelles qui préferent
se gorger sur des mammiferes de grande taille (vache, cheval). Les différences observées pour les
réponses EAG aux urines sont liées a la composition des urines qui varie en fonction de 1’espece,

mais aussi en fonction de 1’age, du stade physiologique... (Torr et al. 2006).

L’étude conduite en Crau a permis d’évaluer les implications comportementales de ces
différences de sensibilité. La comparaison des collectes de 7. bromius et d’A. quadrifarius dans

les différents pieges montrent que les pieges avec urine capturent plus de taons que les pieges
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sans urine. Les différences ne sont pas toujours statistiquement significatives, mais ceci peut
s’expliquer par le nombre limité de répétitions. La présence d’urine de cheval, en particulier,
augmente les captures de 7. bromius d’un facteur de 1,6 et celles d’A. quadrifarius d’un facteur
de 3,5. Aucune différence significative n’a été observée entre les trois urines, contrairement aux

réponses EAG.

Notre travail nous a donc permis de valider un protocole expérimental d’électroantennographie
pour les taons. Les résultats suggerent une différence de sensibilité olfactive entre les deux
especes étudiées, T. bromius et A. quadrifarius. Des deux especes, A. quadrifarius est a la fois
celle dont les captures sur le terrain ont été€ le plus fortement augmentées par 1’utilisation d’urine
(x 1,7 a 3,5) et celle qui présente la plus forte sensibilité antennaire lorsque 1’on compare I’effet
de ces mémes urines a celle de 1’octénol considéré comme un stimulant de référence. Ainsi, les
différentes especes de taons semblent présenter une plus ou moins grande sensibilité vis-a-vis des
odeurs de leur environnement et, en particulier, vis-a-vis des kairomones de leurs hotes
potentiels. Ce résultat mériterait d’€tre confirmé car il implique que les capacités de localisation
des hotes par les différentes especes ne reposent pas forcément sur une méme combinaison des

signaux olfactifs et visuels.

Toutefois, I'interprétation des réponses EAG pour des mélanges est souvent délicate a cause des
interactions qui existent entre les molécules (Laing & Francis 1989). Les phénols étant considérés
comme les molécules responsables de ’attractivité des urines, il est apparu nécessaire de tester

leur activité sur les récepteurs olfactifs et leur attractivité sur le terrain (Article 5).
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Behavioural and electrophysiological responses of females
of two species of tabanids to urine volatiles from different

mammals
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JAY-ROBERT"?

"Université Paul-Valéry, CNRS-UMR 5175, Montpellier, France

’Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive (CEFE), CNRS-UMR 5175, Montpellier, France

Abstract. Urine volatiles from different ungulates (cows, horses and sheep) were tested as bait
for tabanids in southeastern France using Nzi traps during the early summer of 2011. Tabanus
bromius Linnaeus, 1758 and Atylotus quadrifarius (Loew, 1874) (Diptera: Tabanidae) were the
most captured species, corresponding respectively to 57% and 41% of the total collected tabanids
(which were all female). Horse urine significantly increased catches of T. bromius and catches of
A. quadrifarius (1.6-fold and 3.5-fold respectively), and sheep urine significantly increased
catches of A. quadrifarius (2.5-fold). In parallel, an electroantennogram study was conducted for
the first time on these two species, with EAGs recorded using 1-octen-3-ol and extracts of the
same urine samples used in the field. For T. bromius, the EAG response to 1-octen-3-ol increased
quasi-sigmoidally with dose, with a maximum response at or above 100 pg on filter paper. For
both species of tabanids, cow and horse urine elicited stronger EAGs than did sheep urine. The
behavioural implications in host-seeking and feeding habits are discussed.

Key words. Tabanidae, baits, Nzi trap, electroantennography, octenol, urine, olfaction, host
odours.

Introduction

In their quest for locating important resources such as mates, nutrients and oviposition and
resting sites, insects rely on their olfaction to a large extent. Though olfaction has been studied in
many insect species, comprehensive data comes mainly from a few groups such as cockroaches,
moths, vinegar flies, honeybees and mosquitoes (de Bruyne & Baker, 2008). In haematophagous
Diptera, odours are one of the principle external cues affecting host-seeking and feeding
behaviour. Olfactory mechanisms have been well characterized in mosquitoes, which are
important vectors of human diseases such as yellow fever, dengue and malaria (Zwiebel &
Takken, 2004), but other biting insects such as tabanids, which are vectors of principally
veterinary importance, have received less study.

Horse flies (Diptera: Tabanidae) are large diurnal haematophagous insects (10-30 mm). The
females feed on large mammals such as cattle, horses and deer. Horse flies are strong fliers,
which enables them to seek wild and domestic mammals scattered around the environment and to
avoid defensive behaviour from the host. They are a serious nuisance to livestock and can
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transmit several significant animal pathogens (for example, surra, anaplasmosis and equine
infectious anaemia) (Mullen & Durden, 2002). Studies of recent epizootics in Europe have
focused on the role of tabanids as mechanical vectors in the epidemiology of bovine besnoitiosis,
bovine anaplasmosis and equine infectious anaemia (Naranjo et al., 2006; More et al., 2008;
Jacquiet et al., 2010). Moreover, outbreaks of surra (Trypanosoma evansi) occured in France
(2006) and in Spain (2008) after the introduction of infected camels from the Canary Islands
(Gutierrez et al., 2010). Tabanids and stable flies were likely to have transmitted the parasite
among the animals, showing the potential risk of transmission of exotic pathogens by biting flies
in Europe.

Like other haematophagous Diptera, female tabanids can find their host by heat, odour or visual
cues (Allan et al., 1987). Tabanids are mainly diurnal, and visual stimuli seem to assist their final
orientation in host location, whereas olfactory stimuli seem to be used for long- and short-range
orientation (Gibson & Torr, 1999). Recently, it was demonstrated that tabanids use reflected
polarized light from an animal’s coat as a signal to find a host (Horvath et al., 2010). Most
studies that have examined the odour-orientated responses of these insects have been conducted
in Africa, where Tabanidae are sympatric with Glossina spp., and in North America. Experiments
have mainly consisted of screening known tsetse attractants in outdoor conditions using electric
nets or various trapping systems (Gibson & Torr, 1999). Results have shown that aged cow urine,
octenol (1-octen-3-o0l) and phenols (3- and 4-methylphenol) — but not ketones (including acetone)
— were effective attractants for species of Tabanidae, although there were differences in efficacy
among groups and species (Gibson & Torr, 1999; Mihok et al., 2007; Mihok & Mulye, 2010).
Synergism between ammonia and phenols, a combination that frequently occurs in aged urine,
has also been demonstrated for Hybomitra species in Ontario (Mihok & Lange, 2011).

To characterize the activity of these mammalian kairomones on biting flies, electroantennography
(EAG) has previously been used to record chemo-reception on the antennae of Glossina spp.
(Bursell et al., 1988; Den Otter, 1991; Gikonyo et al., 2002) and Stomoxys calcitrans (Linnaeus,
1758) (Schofield et al., 1995; Birkett et al., 2004; Jeanbourquin & Guerin, 2007). It was found
that 1-octenol-3-ol, 3-methylphenol and 4-methylphenol were the most electrophysiologically
active chemicals for these species. But prior to our study, no EAG experiments had previously
been conducted on tabanids.

In Europe, the only previous studies of attractants for tabanids had been carried out in Croatia,
where the efficacy of synthetic and natural substances in catching tabanids was investigated
(Krcmar et al., 2006; Kremar, 2007; Kremar et al., 2010). Aged animal urine, 4-methylphenol
and a mixture of octenol, acetone and ammonia appeared to be effective attractants.

To better understand the involvement of odour stimuli in host location and host choice of
temperate tabanids, our study coupled, for the first time, a field experiment with
electroantennogram recordings. We chose to compare the aged urine of different ungulates as
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natural attractants since aged urine is a blend of active compounds, is host-specific (Madubunyi
et al., 1996) and has a composition that varies with host physiology (Torr et al., 2006). The aim
of the study was to evaluate the attractiveness of the urine from different mammal species in a
Mediterranean steppe environment that has been exclusively grazed by sheep for more than 20
centuries, and then to record the electrophysiological responses of tabanids to the extracts of the
urine samples used in the field.

Providing the first EAG recordings of tabanids has allowed us to investigate the correspondence
between their behavioural and physiological responses to host odours. This study has also
allowed us to look at the host-seeking and feeding behaviour of tabanids from a new angle.

Materials and methods

Field experiment

Study site

The field experiment was conducted in the Coussouls de Crau Nature Reserve in southeastern
France. La Crau is a unique French landscape of semi-arid pastures. The selected site for the
study was the ‘Peau de Meau’ sheepfold (43°33” E 4°50° N, elevation 10 m, area 160 ha), which
has dry steppe vegetation with 50% stone cover (Pictures on Google Earth). This region is
characterized by a Mediterranean climate with high inter-annual variability, low rainfall (400-
500 mm per year) with maximum precipitation in spring and autumn, long hot summers and mild
winters (mean annual temperature 14°C). On average, the sun shines 3,000 hours per year, and
there is a very strong predominant wind (the mistral) that blows from the northwest 334 days per
year, thus increasing evapotranspiration (Blight et al., 2011). In the plain, flocks of Merinos

d’ Arles sheep are rotated from hay fields (fourth cutting) in autumn to the steppe in spring, with
transhumance carried out by truck to the Alps for the summer (Buisson & Dutoit, 2006). During
the study, no sheep were present in the Peau de Meau sheepfold, but flocks were present in other
sheepfolds that were less than 1 km away.

La Crau was a choice study site. Firstly, sheep grazing has been the traditional land use in this
region for many centuries, so sheep are the quasi-exclusive host for haematophagous Diptera
here. Secondly, the area is wide open and has only herbaceous plants, with no high woody plants
to disturb either the visual cues of Nzi traps from a distance (Mihok, 2002) or the movement of
the air, so this aids the reliability of directional cues available to tabanids orienting towards an
odour source (Gibson & Torr, 1999).

Meteorological data

Meteorological effects on the daily activity of tabanids have showed that different species
respond differently to weather variables. The meteorological variables that influence the activity
of tabanids are wind velocity, temperature, relative humidity or evaporation, atmospheric
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pressure, sky radiation or cloud cover (Burnett & Hays, 1974; Dale & Axtell, 1975; Alverson &
Noblet, 1977; Van Hennekeler ef al., 2011). In our study, daily climate data were obtained from
the meteorological station of Istres, which is 20 km from the study site. The weather changed
during the experiment, with alternating sunny and cloudy days. The maximum temperatures
ranged from 25.9°C to 30.7°C, the mean wind-chill temperatures ranged from 24.2°C to 29.9°C
and the mean humidity ranged from 37% to 64%. The wind-chill considers the effect of wind on
heat loss from exposed skin (Bluestein et al., 2002). There was no precipitation except on 22
June (0.2 mm) and 23 June (0.4 mm). The maximum wind speeds were in the range of 33—46
km/h and the wind direction was from N, NW, SW or S. The moderate multidirectional winds
during the study period could have affected the catches, so the behavioural results must be
interpreted with caution (Mohamed-Ahmed & Mihok, 1999).

Trapping and experimental design

New Nzi traps were used as standard traps (Figure 1). The Nzi trap is a multipurpose trap for
biting flies designed by Mihok (2002). The blue and black components of the traps were made
from the same fabric (SuperMaine 300 g cotton/polyester 65/35, TDV industries, France). The
cone and the back of the trap were made from polyester mosquito netting.

The experiment consisted of setting up one 4x4 Latin square from 14—17 June and a second
identical Latin square from 20-23 June 2011. Four Nzi traps were set up in the open facing west
at 200-m intervals along a line running northeast to southwest, at a right angle to the predominant
wind and parallel to the closest canal. This alignment was chosen firstly because flies approach a
host from downwind (Phelps & Vale, 1976), and secondly because with their single entrance, Nzi
trap efficacy is dependent on their orientation to the sun. Mihok (2006) found the highest catches
of tabanids in traps facing west (Mihok et al., 2006).

Three traps were baited with urine, and one trap was left unbaited as a control. The first day, 50
ml of aged urine was placed in plastic vials with a 2.5 cm aperture located in the back corner of
each trap. The baits and control were randomly moved every day.

The bait urine was collected directly from the bladders of several adult animals in a
slaughterhouse (the sheep urine sample was a mixture pooled from 10 ewes, the cow urine from
30 cows and 1 ox, and the horse urine from 10 mares and 1 gelding). The urine was collected
from adults because young animals have lower levels of phenols in their urine (Torr et al., 2006).
Each sample of urine was left for three weeks at room temperature (20-22°C) in a 1.5-1 plastic
bottle, and was then stored at —20°C in 250-ml bottles.

The trap collectors containing the tabanids (which were all females) were removed daily and
transported to the laboratory. All live tabanids were identified individually and placed in mesh
cages (55 x 80 x 40 cm) with access to a 10% sucrose solution provided on thin sponges to
prolong their survival (Auroi, 1985). EAG recordings were conducted on tabanids in good
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condition for 1-7 days following capture. The ovarian age and the meal status of the females
tested were unknown. EAG recordings were not performed on males, as only females were
collected during our study.

Laboratory experiment

Odour stimuli

Each sample of aged urine was extracted with 50 ml of dichloromethane (1:1) in an Erlenmeyer
flask for four hours. These extracts were then aliquoted and stored at —20°C. 1-octen-3-ol, a well-
known attractant for many haematophagous Diptera (Hall et al., 1984; Gibson & Torr, 1999),
was used to validate the experimental system. Aliquot dilutions of pure octenol (1 mg.ul™") were
prepared using dichloromethane: 0.1, 0.01, and 0.001. Octenol at 0.1 mg.ul™ was used as a
positive control, and dichloromethane was used as a negative control.

Electroantennography

Antennal electrical responses to volatile compounds were recorded with a Syntech
electroantennograph device (Hilversulm, Netherlands). EAG recordings were made using
electrolyte-filled (0.1 M KCI) glass capillary electrodes, with Ag/AgCl wire making contact with
the recording apparatus. The tabanids were first immobilized by cold temperatures (2 minutes at
—20°C). EAGs were recorded using a technique similar to those previously used for biting flies
(Den Otter & Saini, 1985; Den Otter et al., 1988; Schofield et al., 1995; Jeanbourquin & Guerin,
2007). The antenna was excised from the tabanid’s head, as the EAG signal was found to be
better without the head (unpublished data). The indifferent electrode was inserted into the pedicel
of the antenna, and the recording electrode was brought into contact with the distal end of the
flagellum. Parashar et al. have described that the majority of olfactory sensilla (for females of
four species of tabanids) are present on the first segment of the flagellum (Parashar et al., 1994).
Furthermore, Stoffolano et al. have shown through previous electrophysiological experiments the
presence of gustatory chemosensilla at the tip of tabanids’ antennae (Stoffolano et al., 1990).

The antenna was maintained in a humidified charcoal-filtered air stream delivered at 13.5 ml.s™
through a metal tube. Each stimulus was prepared by depositing 10 ul of the tested solution on a
strip of filter paper (40 x 5 mm) placed in a glass Pasteur pipette. The solvent was allowed to
evaporate for 15 minutes before the first use, and the same pipettes were used for four antennae
from different individuals (corresponding to 1 hour of the experiment). The tip of the pipette was
connected to the metal tube, and the stimulus was delivered to the antenna by blowing an air
pulse (20 mls™ for 0.8 s). Stimuli were released successively in random order at 60-second
intervals to avoid receptor saturation.

Statistical analyses

We compared the catches from different trap positions, different trapping days and different baits
using the non-parametric Kruskal-Wallis test. Differences in catches from baited traps versus
unbaited traps were evaluated using the non-parametric Wilcoxon signed-rank test. The effect of
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meteorological conditions on catches was analyzed with the Spearman’s rank correlation test.
Differences in EAG responses and odour stimuli were evaluated using the non-parametric
Wilcoxon signed-rank test. All analyses were performed with PAST 2.12 (Hammer et al., 2001).

Results

Field experiment

A total of 7,038 tabanids (all females) belonging to 10 species in the genera Tabanus, Atylotus
and Hybomitra were collected (Table 1). All the species are common to southern France (Rageau
& Mouchet, 1967; Chvala et al., 1972; Raymond, 1978). Catches were dominated by two
species: Tabanus bromius (57%) and Atylotus quadrifarius (41%). Daily catches of T. bromius
were positively correlated with the maximum temperature and the mean wind-chill temperature
(respectively, Rs=0.80/p=0.02 and Rs=0.95/p=0.0003). No significant correlation occurred for A.
quadrifarius (Rs=0.34/p=0.40 and Rs=0.52/p=0.19).

Only the two dominant species 7. bromius and A. quadrifarius were sufficiently abundant to be
studied. In comparing the catches from different trap positions and trapping days for both species,
there was only a significant difference among trapping days for 7. bromius (Hc=22.81/p=0.0018).

Our results found that:

e Nzi traps baited with aged cow urine seemed to increase catches of 7. bromius (2-fold) and of
A. quadrifarius (1.7 fold) in comparison with unbaited Nzi traps (Table 2), but statistical
results were not significant.

e Nzi traps baited with aged horse urine significantly enhanced catches of T. bromius (1.6-fold)
and A. quadrifarius (3.5-fold) in comparison with unbaited traps.

e Nzi traps baited with aged sheep urine collected significantly more A. quadrifarius (2.5-fold),
and also tented to collect more 7. bromius (1.7-fold), in comparison with unbaited traps.

¢ No significant differences appeared between baits either for 7. bromius (Hc=0.34 /p=0.84) or
for A. quadrifarius (Hc=2.05/p=0.35).

Laboratory experiment

For T. bromius, EAG peak amplitude increased in a dose-dependent fashion with an increased
octenol dose, and the mean EAG amplitude elicited by each of the doses (octl: 1.25 + 0.06 mV,
oct0.1: 1.38 £ 0.08 mV, oct0.01: 1.23 £ 0.08 mV, oct0.001: 0.66 + 0.06 mV) was greater than for
the control (dichloromethane: 0.26 + 0.03 mV) (Figure 2). The mean EAG amplitude elicited by
octenol at 0.001 mg.uL™" (10 pg) was significantly lower than that for higher doses. The dose—
response relationship was sigmoid, with EAG amplitudes reaching a maximum at a dose of 0.01
mg.uL™" (100 pg) octenol. For A. quadrifarius, the mean EAG amplitude elicited by each dose of
octenol (octl: 0.77 £ 0.04 mV, oct0.1: 0.79 £ 0.03 mV, oct0.01: 0.76 £ 0.06 mV, oct0.001: 0.65 +
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0.04 mV) was greater than that of the control (dichloromethane: 0.43 + 0.04 mV), but EAGs were
much lower than those of 7. bromius.

For T. bromius, mean EAG amplitudes elicited by the three types of urine (cow: 1.34 £ 0.12 mV,
horse: 1.28 £ (0.11 mV and sheep: 1.15 £ 0.06 mV) were greater than those of the control, but
there was no significant difference between urine and octenol at 0.1 mg.ul™ (Figure 3). For A.
quadrifarius, mean EAG amplitudes elicited by the three types of urine (cow: 1.65 £ 0.13 mV,
horse: 1.64 £ (0.12 mV and sheep: 1.23 £ 0.05 mV) were greater than those of the control and of
octenol. For both species of tabanids, horse urine and cow urine elicited larger EAGs than sheep
urine.

Discussion

Behaviour

Baited and unbaited Nzi traps captured a large number of female tabanids in the plain of La Crau
during the study period. On average, we collected 220 tabanids per day per trap. Although there
are two main tabanids that coexist here, we collected a variety of species. The efficacy of Nzi
traps has been evaluated in Africa, in North America and in Australia (Mihok, 2002; Mihok et
al., 2006; Van Hennekeler et al., 2008), but no study had previously reported the use of these
traps in Europe. Although we did not compare different trap designs, Nzi traps seemed to be very
effective for catching temperate Tabanini species (Atylotus spp., Tabanus spp. and Hybomitra

spp.).

For T. bromius, there was a significant difference in catches among trapping days. Maximum and
wind-chill temperatures were factors with positive correlation to daily catches of 7. bromius;
catches were lower on cloudy days. These results confirm the effects of meteorological variables
on daily activity of tabanids (Van Hennekeler ef al., 2011), particularly in terms of temperature
and cloud cover.

T. bromius and A. quadrifarius seemed to be attracted by aged cow urine. These results were not
statistically significant because of the limited number of traps and the large differences in daily
catches, but the catch index was over 1.5 for both species. Aged cow urine has also been shown
to increase catches of Hybomitra spp. in Canada by 1.5-1.9 times using Nzi traps (Mihok &
Mulye, 2010) and of tabanids [Tabanus spp., Hybomitra bimaculata (Macquart, 1826) and
Haematopota pluvialis (Linnaeus, 1758)] in Croatia by 51 times using canopy and malaise traps
(Krcmar et al., 2006). Cow urine plus acetone and octenol also increased catches of tabanids
(Ancala spp. and Tabanus spp.) in Mali by 2.4 times using pyramidal traps, and by 5.1 times
using Vavoua traps (Djiteye et al., 1998).

Regarding the other types of urine, horse urine significantly enhanced catches of both the main
tabanid species (1.6-3.5 times), and sheep urine significantly enhanced catches of A. quadrifarius
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(2.5 times). The Croatian study also showed that catches of tabanids were increased by horse
urine (36 times) and sheep urine (30 times) (Krcmar e al., 2006). However, these results cannot
be usefully compared to our findings as canopy and malaise traps collected very few tabanids
without bait, whereas unbaited Nzi traps were very effective (Mihok & Mulye, 2010). When we
compared the total catches from each bait, no significant differences were found. So, the three
ungulate urines could be considered as effective attractants for tabanids.

Physiological activity

For T. bromius, the highest EAGs were elicited by octenol. This confirms results for other biting
flies such as stable flies (Warnes & Finlayson, 1986; Schofield et al., 1995) and tsetse flies (Hall
et al., 1984; Den Otter et al., 1988). We also found a dose—response relationship, as has been
shown by Schofield et al. (1995) and Den Otter et al. (1988). In our study, EAGs peaked at a
dose of 100 pg. This is compatible with the highest EAG recorded for stable flies and tsetse flies
at similar doses: 200 pg and 41.5 pg respectively (Den Otter et al., 1988; Schofield et al., 1995).
At high doses of octenol, EAG amplitude decreased between 10° pgand 10* ug because the
antenna reached saturation.

EAG studies must use physiologically meaningful concentrations to prevent potentially
misleading results (Bruce et al., 2005). Dose-response curves usually showed a regular increase
of depolarization with an increase of compound quantity (Vittecoq et al., 2011). But several
examples showed that similar antenna depolarization could be obtained from very different
stimulus concentrations, including amounts of compounds in much higher concentrations than
would occur naturally (Sasso et al., 2009; Suchet et al., 2011).

For A. quadrifarius, EAGs elicited by octenol were very low in comparison with EAGs elicited
by urine, and relative EAG amplitudes for octenol never exceeded twice the relative EAG
amplitude for dichloromethane. These results contrasted markedly with those obtained from 7.
bromius, S. calcitrans and Glossina spp. Octenol was less electrophysiologically active for A.
quadrifarius than for other biting flies. However, there is considerable evidence of the
attractiveness of octenol to tabanids. For example, in the Croatian study, octenol increased
catches of tabanids by 7.7 times (Tabanus spp. and Haematopota pluvialis) in canopy traps
(Krcmar et al., 2005), and in the Canadian study, it increased catches of tabanids up to 3.6 times
(Tabanus spp. and Chrysops spp.) on sticky enclosures surrounding Nzi traps (Mihok et al.,
2007). Yet in Croatia, the catch of Atylotus loewianus (Villeneuve, 1920) collected from canopy
traps baited with octenol and aged horse urine did not differ significantly (Krcmar et al., 2005),
and aged donkey urine collected significantly more A. loewianus than did traps baited with a
mixture of octenol, acetone and ammonia (5:3:2) (Krcmar et al., 2010). The low
electrophysiological activity of octenol on antennae of A. quadrifarius may explain why not all
biting flies respond to octenol alone or in combination with other attractants.
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For T. bromius and A. quadrifarius, urine elicited large EAG amplitudes, and horse urine and
cow urine elicited larger EAGs than sheep urine. Differences in EAGs could be explained by a
difference in the volatile chemicals emitted by aged urine. These results are consistent with the
biology of tabanids, because most species, particularly those of the Tabaninae subfamily, feed
predominantly on large mammals such as cattle, horses and deer (Mullen & Durden, 2002). In the
field, the attractiveness of the three types of urine was quite similar despite some differences in
the catch index. Aged urine gradually accumulates phenolic attractants due to microbial activity
(Okech & Hassanali, 1990), and probably many other active chemicals that may have indifferent
or repellent effects. Mammal urines and their phenol constituents (3-methylphenol, 4-
methylphenol and 3-n-propylphenol) have been tested in outdoor experiments with contrasting
results on tabanids (Gibson & Torr, 1999; Mihok & Mulye, 2010). Synergism between ammonia
and phenols is likely to explain these observations (Mihok & Lange, 2011). Moreover, Torr et al.
underlined the effects of host physiology (weight and/or age) on the presence and level of
kairomones in cattle odour, including urine (Torr et al., 2006). Therefore, it would be useful to
compare the composition of volatile odorants in different mammal urines using gas
chromatography and to conduct EAG tests on tabanids to determine the physiological activities
of phenols and other urinary compounds such as ammonia, as has been done with tsetse flies
(Bursell et al., 1988) and stable flies (Jeanbourquin & Guerin, 2007).

Host-seeking and feeding behaviour

In the field, we observed a significant attraction of A. quadrifarius to sheep odours, although the
species was only moderately sensitive to the extract of aged sheep urine. In this area, sheep are
the quasi-exclusive host for these flies. During the study, two sheep flocks and a few horses were
present less than 1 km from the trapping zone. Associative learning experiments previously
conducted on haematophagous Diptera have shown that these insects were able to recognize an
odour associated with a blood meal. For example, Culex quinquefasciatus adults can learn to
associate a conditioned odour (vanilla or strawberry) with an unconditioned stimulus such as
sugar or a blood source (Tomberlin et al., 2006), and tsetse flies preferred to feed on a host
encountered for a first meal two days previously (Bouyer et al., 2007). Although the attraction of
aged sheep urine for A. quadrifarius contrasts with the trophic preferences of Tabaninae, one
hypothesis could be that individuals that have previously encountered a sheep might then be
attracted by sheep odours.

Studies using serological tests to identify the blood source of meals have shown that tabanids
have opportunistic feeding habits (Magnarelli & Anderson, 1980; Muzari et al., 2010). In
Louisiana in the United States, domesticated animals, especially cattle and horses, are the main
hosts of tabanids, but in localities where cattle are absent, deer are of major importance (Wilson
& Richards, 1969). In Australia, Muzari et al. (2010) found that all tabanids fed on at least three
of the four hosts tested (horse, cow, macropod and pig) suggesting a level of opportunistic
feeding (despite a preference for macropods).

-123 -



Behavioural and electrophysiological responses of tabanids to urine volatiles

To follow up on physiological and ecological explanations for our results, a comparison using
ungulates’ urine in a location where cattle or horses are predominant hosts may be useful.

Control strategy

Tabanid control is difficult to achieve. Typical host contact is only about 4 minutes per fly during
blood feeding, which may occur only once every 3—4 days (Mullen & Durden, 2002). As horse
flies are partly independent of livestock, integrated control strategies are required to reduce their
impact (Foil & Hogsette, 1994). The use of traps provides a potential control technique, but the
development of better attractants is needed to effectively reduce the number of tabanids attacking
cattle. Several studies in Africa, in North America and in Europe have tested the use of different
attractants: synthetic compounds, alone or in mixtures, or excretory products of host animals,
such as urine (Gibson & Torr, 1999; Mihok & Mulye, 2010). Contrasting results have emerged
from these studies, suggesting that it will be very difficult to find a universal attractant for
Tabanidae, a family of over 4,000 species and at least 137 genera (Foil & Hogsette, 1994). Our
study’s first EAG recordings on two different tabanid species showed that their physiological
activities were not similar. Moreover, it is likely that host availability might influence the
behavioural responses of horse flies to host odours. The results of our study could be useful for
matching bait used in trapping devices to species of Tabanidae and the livestock present, and thus
improve control of horse flies in a push—pull strategy.
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Table 1. Female tabanids collected by Nzi traps in the Peau de Meau sheepfold, June 2011.

Species Total
Tabanus bromius Linnaeus 1758 3,999
Atylotus quadrifarius (Loew 1874) 2,920
Atylotus flavoguttatus (Szilady 1915) 62
Tabanus regularis Jaennicke 1866 38
Tabanus rectus Loew 1858 11
Hybomitra ciureai (Seguy 1937) 4
Hybomitra expollicata (Pandelle 1883) 1
Tabanus cordiger Meigen 1820 1
Tabanus eggeri Schiner 1868 1
Tabanus sudeticus Zeller 1842 1

Table 2. Catches of Tabanus bromius and Atylotus quadrifarius with Nzi traps baited with urine from
different types of animals.

Total catches Catch Index* Median valuef Percentiles** W / P-valuei

Tabanus bromius

Unbaited traps 620 Control 46.5 27.75 /1 107.75 -

Aged cow urine 1289 2.08 89 33/195.75 23/0.548
Aged horse urine 996 1.60 112 71/7202.25 33/0.043
Aged sheep urine 1094 1.76 87 50.5/160.5 29/0.151

Atylotus quadrifarius

Unbaited traps 334 Control 35 1775167 -

Aged cow urine 569 1.70 83 43 /100 29/0.152
Aged horse urine 1179 3.53 101 68.5/200 36/0.011
Aged sheep urine 838 2.51 70.5 62.25/171.25 35/70.019

*Ratio of the total catches in the baited traps / total catches in the unbaited traps

1 Median value for catch/day/trap

% 25™ percentile / 75" percentile for catch/day/trap

1 Results of non-parametric Wilcoxon signed-rank test (baited vs. unbaited traps), significant at P
<0.05
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Relative EAG amplitude

—&— Tabanus bromius

—e— Atylotus quadrifarius

Fig 2. Mean relative EAG amplitude for Tabanus bromius (n=12) and Atylotus quadrifarius
(n=10) treated with a series of octenol (OCT) doses: 0.001, 0.01, 0.1 and 1 (mg.pL’l). Relative
EAG amplitude is the value of 1 for the dichloromethane (DCM).
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Fig 3. Mean relative EAG amplitudes for Tabanus bromius (n=12) and Atylotus quadrifarius (n=10)
treated with three extracts of animal urine (COW, HORSE, SHEEP). Octenol (OCT) at 0.1 mg.pL’1 was
used as a positive control. Relative EAG amplitude was a value of 1 for the dichloromethane (DCM).
Differences in EAG amplitudes were evaluated using Wilcoxon signed-rank tests. Significant differences
were represented by different letters (P<0.01, except for b versus ¢ P<0.05).
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3.2.4. Sensibilité olfactive a I’octénol, aux phénols et a I'urine de cheval

Article 5 : Olfactory responses of tabanids to octenol, phenols and aged horse urine
F. Baldacchino, S. Manon, L. Puech, B. Buatois, L.Dormont & P. Jay-Robert.
Medical and Veterinary Entomology, in press. doi: 10.1111/mve.12038.

Résumé

Suite aux résultats obtenus lors de I’étude précédente, nous avons souhaité approfondir nos
investigations sur ’attractivité des urines en focalisant notre attention sur 1’urine de cheval, la
plus attractive, et ses composés volatiles. Compte-tenu des contraintes imposées par
I’expérimentation de terrain, les tests se sont limités a 1’urine et a trois de ses composants :

I’octénol, le 4-méthylphénol (4MP) et le 3-n-propylphénol (3PP), seuls ou combinés.

Tout d’abord, nous avons analysé la composition de I'urine de cheval, préalablement vieillie
pendant trois semaines. Les composés volatils de l'urine de cheval ont été captés par
microextraction sur phase solide a I'aide de fibres SPME (Solide-Phase MicroExtraction).
L’analyse de ces composés a été faite par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de
masse. 29 composés ont ainsi été identifiés notamment des cétones (11), des alcools gras (6) et
des phénols (5). L’octénol et le 3PP ont été détectés en petite quantité (<2% du mélange) tandis
que le 4MP était le volatil le plus abondant (79%). La concentration en 4MP dans ’urine de
cheval a ensuite été dosée par étalonnage externe grace a une solution tampon a différentes

concentrations. Elle était de 0,42 mg/L.

Les enregistrements EAG ont été réalisés dans les mémes conditions que dans D’article 4 a
I’exception de 1’hexane utilisé a la place du dichlorométhane pour la dilution des différents
composés et comme témoin négatif. Pour 7. bromius et A. quadrifarius, les réponses antennaires
ont été doses-dépendantes avec 1’octénol, le 4MP, le 3PP et une combinaison 4MP:3PP (16:1)
(Figure 21). Le 4MP provoque des réponses EAG significativement tres supérieures a celles
obtenues avec l'octénol ou le 3PP. Les phénols en mélange donnent des réponses EAG
significativement supérieures a celles déclenchées par le 4MP seul surtout aux faibles

concentrations.
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Figure 21. Réponses EAG de (A) T. bromius et (B) A. quadrifarius

Les antennes ont été stimulées par des doses croissantes de 1-octen-3-ol (OCT), 3-propylphénol
(3PP), 4-methylphénol (4MP) et un mélange de phénols (4MP:3PP, 16:1). L’octénol 1 mg/uL
est utilis€é comme valeur de référence (100%) pour la normalisation des réponses EAG. Les

différences significatives entre deux doses successives sont notées avec des lettres différentes
(test de rang de Wilcoxon, P<0,05).
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La réponse a un mélange de composé€s n’est pas une fonction simple liée aux réponses des
composés testés séparément (Laing &Francis, 1989). L’interaction entre ces composés peut se
faire au niveau des récepteurs périphériques ou bien au niveau du lobe antennaire (Carlsson &
Hansson, 2002). Seuls des enregistrements électrophysiologiques sur la sensille (SCR-EAG,
Single Cell Recording EAG) permettent de démontrer des interactions au niveau de I’antenne.
D’apres nos résultats EAG, nous pouvons toutefois suggérer 1’existence d’une synergie entre les
phénols, en particulier aux quantités tres faibles qui peuvent étre captées par I’insecte dans son

environnement naturel.

Nous avons également enregistré des réponses EAG tres fortes avec 1'urine de cheval, en
particulier pour A. quadrifarius. Les réponses EAG provoquées par 1’urine (dans laquelle la
concentration en 4MP = 0,42.10° mg/uL) sont significativement supérieures aux réponses EAG
provoquées par le 4MP a la plus faible dose testée (1,10° mg/uL) et similaires 2 celles
provoquées par les doses plus fortes. La forte activité de I’urine sur les récepteurs des antennes de

taons semble donc liée a la présence de différents composés actifs qui pourraient agir en synergie.

Parallelement a la caractérisation des réponses physiologiques, I’attractivité de différentes odeurs
a été évaluée en Crau. Nous avons testé les combinaisons suivantes : urine de cheval seule,
octénol + ammoniaque, phénols (4MP:3PP, 16:1) + ammoniaque, ammoniaque seule. Nous
avons utilisé de I’ammoniaque car Mihok & Lange (2012) ont démontré un effet synergique entre

I’ammoniaque et les phénols.

Les résultats comportementaux contrastent légerement par rapport aux réponses physiologiques.
Si les pieges avec attractifs augmentent les collectes de 7. bromius (x1,8 a 2,2) et d’A.
quadrifarius (x2,7 a 4,1), pour T. bromius, aucune différence n’a été observée entre les trois
combinaisons. En revanche, pour A. quadrifarius, I’urine de cheval (x4,1) attire davantage que
I’octénol (x2,8) et que les phénols (x2,7). Pour ces tests, I’urine a été placée dans un flacon avec
une ouverture de 2,2 cm de diametre. Le taux d’évaporation de I'urine a été estimé a 6,8 mL/jour
soit pour le 4MP présent dans I’urine 0,12.10° mg/h. L’octénol et les phénols ont diffusé a travers
des sachets en polyéthylene. Le taux d’évaporation du 4MP a travers ce type de sachet est de 0,38

mg/h d’apres Torr et al. (1997). Lattractivité de 1’urine pour A. quadrifarius ne s’explique donc
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pas par la quantité de 4MP émise mais certainement par la présence d’autres compos€s qui restent

a identifier.

Comme chez les insectes phytophages, la reconnaissance des hdtes par les taons dépend
probablement de la détection de molécules volatiles communes présentes dans 1’air a un ratio
donné plutdt que de la détection ou non de molécules particulieres (Bruce et al. 2005). Par
exemple, chez 1’eudémis, L. botrana, un ravageur de la vigne, la localisation des grappes est
codée par un ratio spécifique de trois terpénoides communs dans les émissions volatiles des

plantes (Tasin et al. 2006).

Nos observations confirment également les différences interspécifiques qui existent chez les
Tabanidae vis-a-vis des attractifs. Au regard des réponses EAG et des collectes de terrain, il
semblerait qu’A. quadrifarius soit plus sensible aux urines et a leurs constituants phénoliques que
T. bromius. En Croatie, des pieges Canopy appatés avec de l'urine d’ane attirent
significativement plus d’A. loewianus qu’un mélange octénol:acétone:ammoniaque (5:3:2) alors
qu’il n’y a pas de différence entre ces deux attractifs pour Tabanus spp. (Krémar et al. 2010).
Comme chez les glossines, certaines especes de taons pourraient étre moins sensibles aux stimuli
olfactifs mais plus réceptives aux stimuli visuels (Torr & Solano 2010). Ceci expliquerait
pourquoi nous n’avons pas observé de différences entre les combinaisons d’odeurs chez T.

bromius avec les picges Nzi.
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Article 5 : Olfactory responses of tabanids to octenol, phenols and aged horse urine
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Olfactory and behavioural responses of tabanids to octenol, phenols and aged horse urine

Olfactory and behavioural responses of tabanids to octenol,

phenols and aged horse urine

F. BALDACCHINO', S. MANON', L. PUECH', B. BUATOIS?, L. DORMONT' AND P. JAY-
ROBERT'

Unité Mixte de Recherche (UMR) 5175, Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive (CEFE),
Université Paul-Valéry (UM3), 34199, route de Mende, Montpellier cedex 5, France and 2 UMR
5175, CEFE, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), 1919 route de Mende, 34293
Montpellier cedex 5, France

Abstract. Electrophysiological and behavioural responses of females of two tabanid species
(Tabanus bromius and Atylotus quadrifarius) to ammonia, octenol (1-octen-3-ol), phenols and
aged horse urine were compared. EAG responses of both species to octenol, 4-methylphenol
(4MP), 3-propylphenol (3PP) and a phenol mixture (4MP and 3PP at a ratio of 16:1) increased in
a dose-dependent fashion. The most effective stimulus was 4MP, and synergism between the two
phenols might exist. Aged horse urine also elicited strong EAG responses in both species. Using
GC-MS analysis, we identified 29 compounds in horse urine; in particular, ketones, fatty alcohols
and phenols, among which 4MP was the most abundant component (~80%). Trapping
experiments were carried out using Nzi traps baited with various odours. Octenol and the phenol
mixture in combination with ammonia increased catches of tabanids 1.8 to 2.8 times relative to
ammonia on its own. Aged horse urine increased catches of 7. bromius and A. quadrifarius 2.2
and 4.1 times, respectively. The high attractiveness of aged horse urine, especially for A.
quadrifarius, is likely not to be due to 4MP alone, but to the mixture of various active
compounds involved in host location.

Key words. Tabanidae, baits, electroantennography, horse flies, host odours, Nzi trap, octenol,
urine phenols.

Introduction

Locating a vertebrate host is crucial for blood-sucking insects to fulfil their nutritional and
reproductive requirements. Typically, biting Diptera must locate a distant, mobile food source,
which is frequently difficult to find and which has evolved defences against insect attack (Gibson
& Torr, 1999). In general, insects use visual and olfactory stimuli, aided by anemotactic and
optomotor responses (Paynter & Brady, 1996; Gibson & Torr, 1999; Horvath & Varju, 2004) and
chemical signals are the principal cues with which they identify their hosts (Takken & Knols,
2010). A better understanding of the involvement of kairomones in host location for
haematophagous Diptera is of interest since identifying the chemical compounds that affect
vector—host interactions should help in more effectively luring target insects to sampling devices
and/or removing them from the environment using pest management methods (Spath, 1997;
Bernier et al., 2007; Logan & Birkett, 2007; Harrup et al., 2012; Pinto et al., 2012).
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Biting flies generally show marked activation and attraction to carbon dioxide (CO,), which is
present in mammalian breath, but are also attracted to other cues emanating from hosts (Birkett et
al., 2004). The role of natural host odours in host location was demonstrated with tsetse flies in
Zimbabwe by Vale (1974). Since then, numerous studies have identified the semiochemicals
involved in host location and selection for tsetse flies; for example, octenol (1-octen-3-ol), a
component of ruminant breath, and phenols, especially 4-methylphenol (4MP) and 3-
propylphenol (3PP), known to be the key compounds in urine that elicit attraction of tsetse flies
(Hall et al., 1984; Owaga et al., 1988). P-cresol or 4MP is also commonly found in rumen fluid
odour collections (Harraca et al., 2009) and in dung volatiles (Dormont et al., 2010).

In contrast, the semiochemicals used by tabanids have received little attention. Horse flies are a
serious nuisance to livestock and can mechanically transmit several animal pathogens (Mullen &
Durden, 2002). In Europe, recent epizootics have focused on the role of tabanids as mechanical
vectors in the transmission of equine infectious anaemia and besnoitiosis, considered emerging
diseases (EFSA, 2010; Jacquiet et al., 2010; ANSES, 2012; Gentile et al., 2012; Maresca et al.,
2012).

Previous behavioural studies in the field have focused on tsetse attractants such as octenol,
phenols and urine. Octenol has been proved to be an effective attractant, as traps baited with
octenol caught 2-9 times more tabanids compared to unbaited traps (Gibson & Torr, 1999; S.
Kremar et al., 2005; Mihok & Carlson, 2007). Reports on the use of phenols as bait have been
more conflicting. In Croatia, canopy traps baited with 4MP collected 16 times more tabanids than
unbaited traps (Krémar, 2007), whereas in Canada, catches in Nzi traps baited with phenols did
not collect more than unbaited traps, though it should be considered that Nzi traps are much more
effective without bait than canopy traps (S. Krcmar, 2007; Mihok & Mulye, 2010). Aged animal
urine has also been shown to be a good attractant in the field for Tabanus spp., Atylotus spp. and
Hybomitra spp. in North America and in Europe (Stjepan Krcmar et al., 2006; Mihok & Mulye,
2010; Baldacchino et al., 2012). The synergism between ammonia and phenols demonstrated for
Hybomitra spp. may explain the attractiveness of aged urine (Mihok & Lange, 2012).

To determine the activity of mammalian kairomones on horse flies, electrophysiological
responses to urine volatiles have been recently reported for two species (Baldacchino et al.,
2012). Tabanus bromius Linnaeus 1758 and Atylotus quadrifarius (Loew 1874) were both found
to be sensitive to urine volatiles, with electroantennogram (EAG) responses similar to or greater
than those for octenol. Moreover, cow and horse urine elicited stronger EAG responses than did
sheep urine, which is consistent with the biology of horse flies as they feed predominantly on
large mammals. These results suggest that tabanids may perceive and react to species-specific
compounds, or specific ratios of ubiquitous compounds, to recognize a host. However, there were
no significant differences in tabanid catches in the field using these urines as baits.
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Two phenols (4MP and 3PP) are thought to account for most of the attractive properties of cattle
urine, and binary mixtures of the two significantly increase catches of tsetse flies (Owaga et al.,
1988; Vale et al., 1988). However, it may be that other unidentified active components are
involved in the attractiveness of urine, as combinations of these two kairomones appear to be less
than 50% as attractive as natural cattle odour in some circumstances (Gikonyo et al., 2003). For
temperate tabanids, the involvement of phenols in the attractiveness of aged urine remains
unclear.

The goal of this study was to evaluate the response of females of two species of tabanids (7.
bromius and A. quadrifarius) to phenols (4MP and 3PP) in comparison to aged horse urine by
using electroantennogram recordings and field experiments. Our specific questions were: Is the
urine blend more active and attractive than the two phenols? Do 4MP and 3PP principally
account for the attractiveness of urine for tabanids? Do urine volatiles act together synergistically
on tabanid responses? Do EAG responses reflect behavioural responses by tabanids to phenols
and urine volatiles?

Materials and methods

Odour stimuli

All chemicals used in this study were purchased from Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (Buchs,
Switzerland). These included 1-octen-3-o0l (98%), 4-methylphenol (98%), 3-propylphenol
(>99%), dioctyl phthalate (>99.5%) and ammonium hydroxide solution (5.0 M). The ammonium
solution was diluted to obtain a 5% ammonia solution. A phenol binary mixture was made using
16 parts 4MP to 1 part 3PP. Dilutions were prepared using hexane (0.1, 0.01, 0.001 and 0.0001
mg/uL). Octenol at 0.1 mg/uLL was used as a positive control, and hexane was used as a negative
control in the electrophysiological recordings.

Horse urine was collected directly from the bladders of 10 mares and one gelding. The urine was
collected from adults as young cattle have lower levels of phenols in their urine (Torr et al.,
2006). The urine was kept for 3 weeks at room temperature (20-22 °C) in a 1.5 L plastic bottle
and was then stored at -20 °C in 250 mL bottles.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) of horse urine volatiles

The atmospheric concentrations of urine phenols were estimated using solid-phase
microextraction (SPME) with two 65um polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB)
Stable Flex fibers (Supelco, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA). The two fibers were
conditioned in a GC inlet kept at 250 °C for 30 minutes before sampling and were used
simultaneously to collect volatiles over two samples of the same urine. 100 pL of aged horse
urine (3 weeks old) was deposited in two 20 mL amber glass vials. One SPME fiber was exposed
in each vial for 20-minutes at 25 °C.
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The quantity of 4MP in horse urine was assessed by the external standard method. 4MP was
dissolved with 3PP at a ratio of 24:1 in ammonium hydroxide solution (0.5%). Acetic acid was
used to produce a solution with a pH similar to that of urine (pH ~8). A calibration curve was
obtained at three concentrations (0.048, 0.48 and 4.8 mg/L). Sampling was done using the same
conditions as for the aged horse urine with the same SPME fibers. A logarithmic curve was
obtained for the total peak area, and the regression coefficient provided R*>0.94. The calculated
concentration of 4MP was based on the established standard curve.

GC-MS analyses of SPME extracts were performed using a Shimadzu GCMS-QP2010 Plus
quadrupole mass spectrometer (Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto, Japan). GC-MS
analyses were conducted with a potential of 70 eV for ionization by electron impact, with the
transfer line heated to 270 °C and the temperature of the ion source programmed at 250 °C. The
mass spectrometer was used in scan mode, from a 38 to 600 m/z ratio. The Shimadzu QP2010
Plus was equipped with a 30 m x 0.25 mm x 0.25 um SLB™-5ms (Supelco) fused silica capillary
column. The injector temperature was 250 °C (splitless mode). The column temperature was
programmed at 40 °C (for 5 minutes) then increased to 220 °C at 5 °C/min and to 250 °C at 10
°C/min. The carrier gas was helium, with a constant flow rate set to 1.0 mL/min. Compounds
were identified by matching the mass spectra with data from the NIST 2005 and Wiley (9ed) MS
software libraries and a personal laboratory bank of mass spectra. Compound identification was
confirmed by comparing the retention indices (RI) with data from libraries and published data
(Adams, 2007), and also by comparison with the retention time of standards. The relative amount
of each compound was expressed with respect to the total volatiles in order to compare the
volatile profiles of the samples.

Electroantennogram recordings

EAG recordings from antennae of female 7. bromius and A. quadrifarius were recorded as in
Baldacchino et al. (2012) with an EAG recording device (Electrode holders, EAG combi probe
internal gain x10, stimulus controller CS-55 and signal acquisition controller IDAC-2; Syntech,
Hilversum, the Netherlands). Recordings were made using electrolyte-filled (0.1 m KCI) glass
capillary electrodes, with Ag/AgCl wires making contact with the EAG recording device. The
antenna was maintained in a humidified charcoal-filtered air stream delivered at 13.5 mL/s
through a metal tube. Each stimulus was prepared by depositing 10 uL of the test solution on a
strip of filter paper (20 x 5 mm) placed in a glass Pasteur pipette and the solvent was allowed to
evaporate for 15 minutes before first use.

The tip of the pipette was connected to the metal tube, and the stimulus was delivered to the
antenna using an air pulse (20 mL/s for 0.8 s). We used one antenna per compound at the
different doses (corresponding to less than 10 min recordings per antenna). Stimuli were released
successively in random order at 60-second intervals to avoid antennal receptor cell saturation.
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Study site of the field experiment

The field experiment was conducted in the Coussouls de Crau Nature Reserve in southeastern
France. This study site is characterized by open steppe and high populations of tabanids in the
early summer. The trapping site was at the Peau de Meau sheepfold (43°33°N, 04°50’E; elevation
10 m a.s.l., area 160 ha). This region is influenced by a Mediterranean climate with high
interannual variability, low rainfall (400-500 mm/year) with maximum precipitation in spring
and autumn, long hot summers, and mild winters (mean annual temperature 14 °C). On average,
the sun shines 3000 hours per year, and a very strong predominant wind (the mistral) blows from
the northwest 334 days per year, thus increasing evapotranspiration (Blight ez al., 2011). During
the study, no sheep were present in the Peau de Meau sheepfold, but flocks were present in other
sheepfolds at a distance of less than 1 km.

Field site meteorological data

Tabanid activity is influenced by meteorological variables such as wind velocity, temperature,
relative humidity (RH) or evaporation, atmospheric pressure, and sky radiation or cloud cover
(Van Hennekeler et al., 2011). Daily climate data were obtained from the meteorological station
at Istres, which is located 20 km from the study site. The weather conditions were relatively good
during the study period, with only a few cloudy days. Maximum daily temperatures ranged from
22.4 °Cto 34.1 °C (mean = 28.4°C), and RH at midday ranged from 28% to 82% (mean = 46%).
There was no precipitation except on 11 June 2012 (11.8 mm), 1 July 2012 (6 mm) and 5 July
2012 (0.6 mm). The maximum wind speeds were in the range of 7.8-20.6 m/s (mean = 13.1 m/s)
with very variable wind directions.

Field experimental design

New Nzi traps were used as standard device as it is a multipurpose trap for biting flies designed
by Mihok (2002). The efficiency of an odour-baited Nzi trap was estimated at 20-30% for tsetse
flies and stable flies in Kenya (Mihok et al., 2007), and at 91% (45% when unbaited) for three
species of Sudanese tabanids (Mohamed-Ahmed et al., 2007). No experiments have been
conducted to estimate the efficiency of Nzi traps for temperate tabanids. However, these traps
have previously shown to be very efficient for tabanids in the same study site (Baldacchino et al.,
2012). The blue and black components of the traps were made from the same fabric (SuperMaine
300 g cotton/polyester 65/35%; TDV Industries, Laval, France). The cone and the back of the
trap were made of polyester mosquito netting. The experiment consisted of setting up five 4 x 4
Latin squares that were in place from 5 June 2012 to 5 July 2012.

Four Nzi traps were set up in the open facing west at 200-m intervals along a line running
northeast to southwest, perpendicular to the predominant wind. One trap was baited with
ammonia and was used as a control, a second was baited with octenol plus ammonia, a third with
the phenol mixture plus ammonia, and a fourth with aged horse urine.

The phenol mixture consisted of a formulation of 4MP and 3PP at a ratio of 16:1. Such
combinations of phenols have been used to attract tabanids in Canada, but at a ratio of 8:1
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(Mihok & Mulye, 2010). The ratio used in this study was more consistent with ratios of these
products in animal urines (Baldacchino, unpublished data). The phenol mixture (3.05 mL of 4MP
and 0.19 mL of 3PP) was dispensed in a polyethylene sachet (0.15-mm walls, surface area 50
sz) (Torr et al., 1997). Octenol (0.76 mL) was dispensed alone, also in a polyethylene sachet.
The remaining volume was made up with dioctyl phthalate to have 4 mL in each sachet.
Approximate release rates at 27 °C from these dispensers are 0.38 mg/h for 4MP, 0.01 mg/h for
3PP and 0.13 mg/h for octenol (Torr et al., 1997). The polyethylene sachets were suspended from
the central support pole of the trap at 50 cm above the ground. The 5% ammonia solution and the
aged horse urine were dispensed from 70 mL plastic vials (5x7 cm) with a 2.2-cm aperture placed
in the middle of the trap. Mean release rates for ammonia and urine were calculated from the loss
of liquid that evaporated in the field at, respectively, 7.9 mL/day and 6.8 mL/day. In the cow
urine tested by Mihok and Lange (2012), ammonia content dropped from 6140 mg/L to 1480
mg/L, with exposure to air for 19 days. So, it was expected to have similar relative evaporation
rate of ammonia for 5% ammonia solution and for aged horse urine. The concentration of 4MP in
the aged horse urine calculated according to the established curve was 0.42 mg/L, so the
approximate release rate was 0.12x10~ mg/h. Octenol and 3PP were detected in the aged horse
urine at very low levels, 100 times lower than 4MP (Table 1).

Statistical analyses

Differences in EAG responses between different compounds were evaluated using the Mann-
Whitney (U) test, and differences in EAG responses between different doses of the same
compound were evaluated using the non-parametric Wilcoxon signed-rank (W) test. The effects
of meteorological conditions on catches were analyzed using the Spearman’s rank correlation (r;)
test. Catches from different trap positions and different baits were compared using the non-
parametric Kruskal-Wallis (H) test. Differences in catches between baited and control traps were
evaluated using the non-parametric Wilcoxon signed-rank (W) test. All analyses were performed
using PAST Version 2.12 (Hammer et al., 2001).

Results

Electroantennogram responses

For both species, EAG responses increased in a dose-dependent fashion for octenol, 4MP, 3PP
and the phenol binary mixture (Fig. 1). EAGs elicited by 4MP were significantly greater than
those elicited by octenol and 3PP for both species (U-test, P<0.001), and EAGs elicited by the
phenol mixture were significantly greater for both species in comparison with EAGs elicited by
4MP alone (U-test, P<0.05), except at 1 mg for 7. bromius. These results suggest a synergism
between 4MP and 3PP, particularly at lower doses.

EAG responses to aged horse urine of both species were very high, especially for A. quadrifarius
(Fig. 2). For T. bromius and A. quadrifarius, EAG responses elicited by urine were significantly
greater than EAGs elicited by 4MP alone at 0.001 mg, although the estimated amount of 4MP on

-141 -



Olfactory and behavioural responses of tabanids to octenol, phenols and aged horse urine

a filter paper with aged horse urine was 0.42 x107 mg (<<0.0001 mg). Moreover, for A.
quadrifarius, there were no significant differences between EAG responses to urine and EAG
responses to 4MP at higher doses. Finally, ammonia was also tested as a constituent of urine. For
both species, EAGs elicited by 5% ammonia were very low and not significantly different from
the negative control (hexane).

Chemical analysis of horse urine volatiles

The chemical composition of aged horse urine odours as analyzed by GC-MS consisted mainly
of ketones (11), fatty alcohols (6) and phenols (5) (Table 1). A total of 29 compounds were
1solated and identified. The volatile profile was clearly dominated by one component, 4MP
(79%). Octenol and 3PP were detected in very small amounts, each accounting for less than 1%
of the volatiles.

Field experiment

A total of 7,684 tabanid females belonging to 14 species in the genera Tabanus, Atylotus,
Hybomitra, Pangonius and Chrysops were trapped (Table 2). Most of these species are common
in southeastern France and were already trapped at the same site in 2011 (Baldacchino et al.,
2012). The two most abundant species in this study were Tabanus bromius (N=6270, 81%) and
Atylotus quadrifarius (N=1156, 15%) and only these two species were caught in sufficient
numbers of value.

Daily catches of 7. bromius were negatively correlated with the maximum wind speed (r,= 0.52,
P =0.018), whereas daily catches of A. quadrifarius were positively correlated with maximum
temperature (7,=0.59, P=0.0006). No significant differences were found in comparisons of the
catches at different trap positions for 7. bromius and A. quadrifarius (respectively H=4.48,
P=0.21 and H=0.68, P=0.87).

Nzi traps baited with octenol (+ ammonia), the phenol mixture (+ ammonia) or aged horse urine
significantly increased catches of T. bromius (respectively, 2-fold, 1.8-fold and 2.2-fold) and A.
quadrifarius (respectively, 2.8-fold, 2.7-fold and 4.1-fold) in comparison with the control trap
(W-test, P<0.01) (Fig. 3). No significant differences were found between baits for 7. bromius
whereas aged horse urine increased catches of A. quadrifarius in comparison with traps baited
with octenol (W=108.5, p=0.004, significant) or with the phenol mixture (W=85.5, p=0.15, not
significant) However, the release rate of 4MP from urine (0.12);10"3 mg/h) was lower than the
release rate of 4MP from the polyethylene sachet (0.38 mg/h). Even if 4MP is the most abundant
constituent of the volatiles emitted by aged horse urine, it might not explain the attractiveness of
urine on its own.

Discussion

This study is the first to document EAG and behavioural responses of horse flies to phenols. The
EAG recordings confirm our previous results with octenol and aged animal urine (Baldacchino et
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al., 2012) and highlight the activity of phenols as chemostimuli for tabanids. We observed a
dose-response relationship with 4MP and 3PP, and 4MP showed high EAG activity for antennae
of both T. bromius and A. quadrifarius, whereas 3PP was only moderately active. Previous
studies have shown activity of octenol and these two phenols for other types of biting flies.
Glossina spp. show EAG responses to 4MP, but lower than EAG responses to octenol (Den Otter
et al., 1988; Den Otter, 1991), and EAG responses to 3PP were even lower, except for Glossina
pallidipes (Austen 1903) (Bursell et al., 1988). For Stomoxys calcitrans (Linnaeus 1758), EAG
responses to 4MP were also lower than EAG responses to octenol (Schofield et al., 1995;
Jeanbourquin & Guerin, 2007b). By contrast, for 7. bromius and A. quadrifarius, 3PP was proved
as active as octenol, 4MP was much more active than octenol and the phenol mixture elicited the
greatest responses. The response to an odorant mixture is not a simple function of the responses
to its individual components and this phenomenon is called mixture interaction (Laing & Francis,
1989). Such interactions may occur at the peripheral receptor level or in the antennal lobe
(Carlsson & Hansson, 2002). Only single-cell electrophysiological recordings can demonstrate a
mixture enhancement at the antennal level (Ochieng et al., 2002). EAG responses only permit us
to hypothesize about a synergism between 4MP and 3PP, particularly at low concentrations
(which would be expected under natural conditions). However, this clearly demonstrates that
horse fly antennae are very sensitive to phenols.

The comparisons between EAG responses to urine and to 4MP at different doses showed very
high activity in response to urine, especially for A. quadrifarius. This activity was not due to
4MP alone, as the quantity of 4MP in aged horse urine applied to the stimulus filter paper was
much lower (<<0.0001mg) than the doses of 4MP tested. It was also not due to ammonia, as
EAG responses of both tabanid species tested with ammonia were not different than to hexane
alone. In contrast, other studies have reported EAG responses to ammonia in other
haematophagous insects such as bed bugs, kissing bugs and mosquitoes (Taneja & Guerin, 1997;
Syed & Leal, 2009; Harraca et al., 2010). It is likely that the high EAG activity recorded for
horse urine from tabanid antennae is due to several compounds present in the mixture. The
significant differences observed in other EAG studies in the activity of horse and sheep urine are
probably related to their different chemical compositions (Baldacchino et al., 2012).

Nearly 30 compounds were detected in volatiles from aged horse urine. 4MP was the most
abundant constituent in aged horse urine in our study as has been found for urine and dung
volatiles from ungulates (Okech & Hassanali, 1990; Madubunyi et al., 1996; Dormont et al.,
2010). Octenol and 3PP were detected in small amounts and may explain the increased EAG
activity of urine for tabanid antennae. However, many other compounds have also been isolated
from aged horse urine. Some have been identified in various host odours, such as that of urine,
dung, rumen or even body odour (Madubunyi et al., 1996; Gikonyo et al., 2002; Jeanbourquin &
Guerin, 2007b; Dormont et al., 2010). Tsetse fly and stable fly antennae have been shown to
respond to several of these compounds, such as ketones (4-heptanone, 2- and 3-octanone, 2-
nonanone), fatty alcohols (3-octanol) and phenols (phenol, ethylphenol) (Den Otter et al., 1988;
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Den Otter, 1991; Schofield et al., 1995; Gikonyo et al., 2002; Birkett et al., 2004; Jeanbourquin
& Guerin, 2007b, 2007a). These chemicals may also play roles in the biological activity of aged
horse urine. Further investigations on animal urines using GC coupled EAG recordings are
warranted to identify novel active compounds for tabanid antennal receptor cells and to better
understand their sensory ecology.

In the field experiment, two combinations (octenol + ammonia and a phenol mixture + ammonia)
and aged horse urine were tested as baits versus ammonia alone. The control trap with ammonia
in 2012 collected less A. quadrifarius than the unbaited trap in 2011 (7 per day and 41 per day,
respectively). The large decrease between the trapping ratios of this species in 2011 (41%) and
2012 (15%) explains this difference.

Ammonia was used as a control because it did not appear to be an effective attractant on its own.
In a study in the United States, although ammonia-baited canopy traps collected more Hybomitra
lasiophthalma (Macquart 1838) by 2.5-fold, they did not collect more Tabanus spp. than unbaited
traps (Hribar et al., 1992; Leprince et al., 1994), and in Canada, catches of Hybomitra spp. were
not increased using ammonia alone relative to an unbaited Nzi trap (Mihok & Lange, 2012).
Ammonia has also been tested in combination with octenol in Denmark with canopy traps
(Kristensen & Sommer, 2000) and in Canada with Nzi traps (Mihok & Lange, 2012), but in both
studies, adding ammonia to an octenol-baited trap had no significant effect. However, ammonia
showed a synergistic effect with phenols and cow urine for Hybomitra spp. (Mihok & Lange,
2012).

Results of our field tests indicate that octenol plus ammonia and the phenol mixture plus
ammonia significantly increased catches of T. bromius and A. quadrifarius relative to ammonia
alone. These findings confirm the attractiveness of octenol and phenols for temperate tabanids. In
Croatia, octenol enhanced catches of tabanids 8 times (S. Krcmar et al., 2005), and a mixture of
octenol, acetone and ammonia (5:3:2) enhanced catches 14.5 times using canopy traps (S.
Krcmar et al., 2010). In Denmark, canopy traps baited with octenol and ammonia collected 4.3
times more Haematopota pluvialis (Linnaeus 1758) and 8.6 times more Hybomitra expollicata
(Pandelle 1883) than unbaited traps (Kristensen & Sommer, 2000). In Canada, relative to an
unbaited Nzi trap, catches of horse flies were significantly increased (1.4-2.6 times) with octenol,
depending on the species (Mihok & Mulye, 2010; Mihok & Lange, 2012). However, phenolic
compounds tested alone or in combination showed contrasting results in the field. In Croatia,
canopy traps baited with 4MP collected 16 times more tabanids than unbaited traps (S. Krcmar,
2007), but in Canada, catches were not affected when traps were baited with phenols (4MP and
3PP at a ratio of 8:1), except for Hybomitra epistates (Osten Sacken 1878), the catches of which
increased 3.2-fold (Mihok & Mulye, 2010; Mihok & Lange, 2012). However, phenols in
combination with ammonia and/or octenol resulted in a 1.7—4.1-fold catch increase relative to an
unbaited Nzi trap for some species of Hybomitra in Canada (Mihok & Lange, 2012).
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In our study, aged horse urine was also an effective attractant for 7. bromius and A. quadrifarius.
Aged animal urine has previously been observed to increase catches of temperate tabanids. In
Croatia, aged urine from cows, horses, sheep, pigs and donkeys allowed (respectively) 51, 36, 30,
22 and 12 times more tabanids to be collected than unbaited canopy traps (Stjepan Krcmar et al.,
2006; S. Krcmar et al., 2010). In France, aged urine from cows, horses and sheep increased
catches of tabanids 1.6-3.5-fold relative to unbaited Nzi traps (Baldacchino et al., 2012).
Moreover, aged equine urine from a pregnant mare, stallion, gelding and mare enhanced catches
of horse flies 6.4, 5.4, 3.9 and 3.5 times, respectively, in comparison with unbaited canopy traps
(S. Krcmar & Lajos, 2011). This confirms that host physiology influences the presence and level
of kairomones in host odour, including urine (Torr et al., 2006).

Finally, in our experiment, catches of 7. bromius did not differ significantly for any of the baits.
However, aged horse urine trapped more A. quadrifarius in comparison with octenol or the
phenol mixture (significant only for octenol). These findings suggest that (i) tabanid orientation
mediated by olfactory signals is not solely dependent on the concentration of the most abundant
compound of horse urine, because the release rate of 4MP from aged horse urine was 1000 times
lower than the release rate of 4MP from polyethylene sachets, and that (ii) the attractiveness of
aged horse urine for tabanids may be due to the mixture of animal kairomones, probably phenolic
compounds, as has been demonstrated for tsetse flies (Bursell et al., 1988). Host recognition by
tabanids seems to depend on the ratio of host volatiles and not just on the detection of the
presence or absence of particular compounds. This mechanism has been shown to be used by
phytophagous insects in locating a host plant (Bruce et al., 2005). For example, host location in
the grapevine moth Lobesia botrana (Denis & Schiffermiiller 1775) is encoded by a ratio-specific
blend of three terpenoids ubiquitous in plant volatiles (Tasin et al., 2006), and responses of males
of this species to their sex pheromone are improved in the presence of plant compounds (von Arx
etal., 2012).

The results from the field trapping experiments do not reflect the results of the EAG recordings.
Indeed, for both species, EAG responses to octenol were weak in comparison to EAG responses
to phenols, but there were no differences in catches between traps baited with either octenol or
phenols. Conversely, A. quadrifarius showed strong EAG responses to aged horse urine, which
appeared to be the most effective attractant in the field. Our observations are consistent with a
study in Croatia in which canopy traps baited with aged donkey urine collected significantly
more Atylotus loewianus (Villeuneuve 1920) than did a mixture of octenol, acetone and ammonia
(5:3:2) (S. Krcmar et al., 2010). However, there were no differences in catches of Tabanus spp.
between these two baits. Taking into account the electrophysiological and behavioural responses
of Atylotus spp., it seems that species of the genus Atylotus are more sensitive to animal urine and
its phenolic constituents than species of the genus Tabanus. Species’ sensitivity differences to
kairomones may explain differences in the efficacy of attractants used for trapping (Gibson &
Torr, 1999; Mihok & Carlson, 2007; Mihok & Mulye, 2010).
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To conclude, our study suggested a synergism between 4MP and 3PP on tabanid EAG responses
at low concentrations, a combination very likely to be encountered by insects under natural
conditions. Aged horse urine was a very active EAG stimulus and a good attractant for horse
flies, especially A. quadrifarius. The attractiveness of urine is due not only to the presence of
4MP and 3PP, but also to the presence of other compounds that may act synergistically. Further
investigations using GC linked EAG recordings should allow these components to be identified
to provide a clearer understanding of the relationship between host odour and tabanid behaviour.
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Table 1. Volatile compounds collected over aged horse urine, using solid-phase microextraction (SPME)

RT RI Compound Relative amount
5.98 770 3-Hexanone *
8.77 847 5-Methyl-hexan-2-one *
9.35 863 4-Heptanone *
9.91 878 3-Heptanone *
10.07 882 2-Heptanone *
10.50 894 2-Heptanol *
12.59 949 6-Methyl-5-heptan-2-one *
13.56 974 1-Octen-3-o0l *
13.65 9717 Phenol *
13.79 980 3-Octanone *
13.95 984 2-Octanone *
14.13 989 3-Octanol ok
14.31 994 2-Octanol *
17.18 1077 4-Methylphenol otk
17.50 1088 0-Guaiacol *
17.62 1091 2-Nonanone *
17.87 1099 Linalool *
19.36 1147 Dehydro-allo-ocimene *
19.62 1155 3-Nonen-1-ol *
19.89 1164 3-Hydroxy-acetophenone *
20,01 1168 Ethylphenol *
20.17 1173 1-Nonanol *
20.85 1195 a-Terpineol *
20.95 1199 Methyl-salicylate *
22.84 1264 3-Propylphenol *
25.51 1360 Glycerine triacetate *
28.09 1459 Dihydro-B-ionone *
28.27 1467 Dihydro-B-ionol *
28.39 1471 Geranyl isopropyl alcohol *

RT=retention time (min); RI=retention index
The relative amount of each compound was expressed with respect to the total volatile compound content
in extracts: *<2%; **2—10%; ***10-50%; ****>50%.
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Table 2. Tabanids collected in Nzi traps in the Peau de Meau sheepfold, June—July 2012

Species Total, N
Tabanus bromius Linnaeus 1758 6270
Atylotus quadrifarius (Loew 1874) 1156
Atylotus flavoguttatus (Szilady 1915) 160
Tabanus regularis Jaennicke 1866 26
Hybomitra ciureai (Seguy 1937) 15
Tabanus eggeri Schiner 1868 14
Tabanus sudeticus Zeller 1842 11
Tabanus rectus Loew 1858 9
Tabanus cordiger Meigen 1820 7
Hybomitra expollicata (Pandelle 1883) 5
Hybomitra bimaculata (Macquart 1826) 5
Tabanus darimonti Leclercq 1964 3
Pangonius haustellatus Fabricius 1781 2
Chrysops caecutiens f. ludens (Linnaeus 1758) 1
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Fig. 1. Electroantennogram (EAG) responses (mean + SE) of (a) T. bromius (n=10) and (b) A.
quadrifarius (n=8) antennae stimulated by 1-octen-3-ol (OCT), 3-propylphenol (3PP), 4-
methylphenol (4MP) and a phenol binary mixture (4MP+3PP, 16:1). EAG responses are
normalized using octenol at 1 mg as reference (100%). For each compound, significant
differences between two successive doses are represented by different letters (Wilcoxon signed-
rank test, P<0.05)
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Fig. 2. Relative EAG responses (%) for (a) T. bromius (N=10) and (b) A. quadrifarius (N=8)
antennae stimulated by ammonia (5%), aged horse urine (4MP<<0.0001 mg) and 4-methyphenol
(4MP) at increasing doses (mg). Boxplots indicate the inter-quartile range (box), the median
value (horizontal line) and 95% range (whiskers) of the responses. Relative EAG response is with
reference to octenol at 1 mg (100%). Differences in relative EAG responses between stimuli were
evaluated using the Mann-Whitney test. Significant differences are represented by different

letters (P<0.01)
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aged horse urine. Differences in catches between baits were evaluated using the Wilcoxon signed-rank

test. Bars topped with different letters are significantly different (P<0.01)
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3.3. Conclusion chapitre

Cette étude combinée de la physiologie olfactive des Tabanidae et de leur comportement vis-a-vis
de différents attractifs permet de mieux comprendre les mécanismes olfactifs impliqués dans la
recherche d’hotes.

Les enregistrements des réponses physiologiques ont montré que les urines et leurs principaux
composants phénoliques, le 4MP et le 3PP, sont actifs sur les récepteurs cellulaires. Le 4MP, le
mélange 4MP:3PP (16:1) et I'urine de cheval vieillie donnent les réponses EAG les plus fortes.
Ceci suggere que les phénols (4MP et 3PP) pourraient agir en synergie entre eux (notamment a
faibles doses) et méme avec d’autres molécules présentes dans I’urine de cheval.

Les collectes sur le terrain montrent une attractivité élevée des urines d’ongulés domestiques,
plus spécifiquement pour A. quadrifarius. Le 4MP, composant volatil majoritaire des urines
(~80% dans I’urine de cheval) n’explique pas, a lui tout seul, cette attractivité. Les femelles taons
localiseraient donc leurs hotes grice a la détection de plusieurs molécules volatiles communes
excrétées par les ongulés dans une certaine proportion.

Les différences interspécifiques observées entre 1. bromius et A. quadrifarius pourraient
s’expliquer par le nombre et la composition des récepteurs cellulaires présents sur les antennes
chez ces 2 especes. Par ailleurs, T. bromius semble davantage sensible aux stimuli visuels par
rapport aux stimuli olfactifs. Chez les Tabanidae, comme chez les glossines, I’importance de la

vision et de I’olfaction dans la localisation des hotes serait variable d’une espece a I’autre.

D’un point de vue méthodologique, ce travail nous a permis de valider un protocole EAG chez
les taons avec I'utilisation de solvants inactifs sur les antennes (dichlorométhane et hexane) et
d’un composé de référence (octénol). Dans la continuité de ces travaux, I'utilisation de 'EAG
couplé a un chromatographe en phase gazeuse (GC-EAG) permettrait d’identifier tous les
composés actifs présents dans les urines d’ongulés. L’identification de ces composés est
indispensable afin de limiter les expérimentations sur le terrain et de tester éventuellement
I’attractivité de différents mélanges. Un mélange odorant, proche de celui excrété par les hotes,
devrait augmenter 1’efficacité des outils de piégeage aujourd’hui disponibles pour controler les

populations de taons.
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Chapitre 4 : Discussion générale

Les Tabanidae constituent une famille de vecteurs assez peu étudiée en Europe, comme dans le
reste du monde. L’étude de ces dipteres est d’ailleurs compliquée par la richesse en especes de ce
groupe, par la diversité des gites larvaires, par leur cycle de vie peu dépendant des animaux
domestiques et par I’absence de colonies de laboratoire (Chvéla et al. 1972; Foil & Hogsette
1994; Mullen & Durden 2002; Andreeva et al. 2009). Méme si leur impact en santé vétérinaire se
limite le plus souvent a la nuisance occasionnée lors de fortes pullulations, la réémergence de
I’anémie infectieuse des équidés et de la besnoitiose bovine en Europe de I’ouest, et les foyers de
surra détectés en France et en Espagne, montrent que leur role de vecteurs mécaniques est a
prendre en considération dans la lutte contre ces maladies (Gutierrez et al. 2010; Maresca et al.

2012; Alvarez-Garcia et al. 2013) (Chapitre 1).

Le controle des populations de taons reste aujourd’hui un défi car il est difficile d’agir sur les
larves (gites multiples, larves inaccessibles) et sur les adultes (contact tres bref avec leurs hotes)
(Foil & Hogsette 1994). Tenter de réduire les populations de taons a grande échelle et de maniere
durable semble illusoire et I’approche la plus réaliste a ce jour est I'utilisation de dispositifs de
protection afin de diminuer le nombre de piqiires subies par les hotes. En France, la méthode de
lutte la plus utilisée actuellement contre les dipteres est 1’application d’insecticides
(pyréthrinoides de synthese) sur les animaux, notamment en pour-on. Cependant, 1’efficacité des
ces produits reste discutable, notamment sur le long terme (concentrations plus faibles sur les
sites préférentiels de piqlire des taons, sélection de résistance) (Vale et al. 1999; Mohamed-
Ahmed & Mihok 2009; Pitzer et al. 2010) et leur effet toxique sur I’écosysteéme (entomofaune
utile, faune du sol, faune aquatique) est de plus en plus mis en avant (Wardhaugh 2005; Beynon

2012).

Dans ce contexte, il était important de mieux connaitre 1’activité des taons dans les estives de
haute-montagne, en particulier dans les Pyrénées, région endémique de besnoitiose bovine,
(Chapitre 2) et de réfléchir a des méthodes pratiques, efficaces et sélectives pour protéger le
bétail dans ce type d’environnement. Les outils de contrdle comme les pieges attractifs ou les

répulsifs impliquent d’avoir de bonnes connaissances sur 1’olfaction des especes cibles (Takken
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& Knols 2010). C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a la physiologie olfactive des taons

et aux composés chimiques qui modulent les interactions avec leurs hotes (Chapitre 3).

4.1. Nuisance des taons en estive et implications dans la
transmission de la besnoitiose bovine

4.1.1. Nuisance des taons en estive

Les taons sont des insectes nuisants a cause de leur vol persistant autour de 1’hote, de leur piqiire
douloureuse et de la perte de sang consécutive aux piqiires (Mullen & Durden 2002). La nuisance
subie par le bétail est ainsi tres liée a 1’abondance des populations de femelles adultes. Les
collectes effectuées sur les parcours méditerranéens montrent que, malgré la diversité des especes
rencontrées (14 en Crau et 21 en estive), la nuisance est constituée, pour I’essentiel, par quelques

especes dominantes.

Que ce soit en plaine ou en montagne, 7. bromius est ’espece la plus capturée puisqu’elle
représente 70% des collectes en Crau et 21% des collectes en estive (bilan 2011-2012). Tabanus
bromius est une espece ubiquiste, largement distribuée en Europe (Chvéla er al. 1972; Krémar et
al. 2010; Altunsoy & Kili¢ 2012). En Crau, la deuxieme espéce majeure est A. quadrifarius
(28%). Cette espece, qui privilégie les biotopes semi-désertiques, a une aire de répartition limitée
au pourtour méditerranéen et au Moyen-Orient (Chvdla et al. 1972; Miiller et al. 2011). Les
larves de T. bromius et d’A. quadrifarius sont semi-aquatiques et se développent dans la vase ou
la terre humide autour des points d’eau. Ce sont des especes « tres agressives » (Rageau &

Mouchet 1967).

En estive, P. aprica est I’espece la plus abondante (38%). Cette espece est tres répandue en
Europe notamment dans les zones vallonnées. Les larves sont plutot terrestres et se développent
dans la litiere des foréts (Andreeva et al. 2009). Les Hybomitra spp. (H. auripila, H. caucasica,
H. montana et H. distinguenda) représentent 26% des especes collectées. Ces especes sont
souvent rencontrées en montagne. Les larves d’Hybomitra sp. sont généralement aquatiques a

semi-aquatiques (tourbieres, marais, bords des points d’eau) (Teskey 1969; Auroi 1983).
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Haematopota pluvialis, enfin, est en faible proportion dans les collectes (7%) pourtant cette
espece représente pres d’un quart des piqlires observées sur les vaches. C’est une espece tres
commune en Europe, présente dans des biotopes variés, surtout a proximité des cours d’eau ou

des milieux lentiques (gites larvaires) (Chvadla et al. 1972; Krémar 2004).

Les pieges Nzi (Mihok 2002) utilisés dans le cadre de la these se sont révélés tres efficaces pour
la capture des especes moyennes a grandes (7. bromius, P. aprica, Hybomitra spp.) responsables
de plus de 75% de la nuisance pour les vaches en estive. Pour P. aprica, le nombre quotidien de
femelles capturées est d’ailleurs positivement corrélé au nombre quotidien de piqlires observées
sur les bovins. En revanche, les collectes sous-estiment la présence des especes plus petites, en
particulier H. pluvialis. C’est pour cela que nous avons finalement peu d’informations sur la

distribution spatiale et temporelle de cette espece.

Nous avons observé une succession des especes dominantes au cours de la saison estivale (H.
auripila émergeant fin juin suivi de 7. bromius et P. aprica) et un pic d’abondance en juillet-
aofit. Ce profil saisonnier est classiquement observé chez les taons et il est tres 1i€ aux conditions
climatiques mais aussi a I’altitude et a ’exposition (Krémar 2005b; Hackenberger et al. 2009;
Altunsoy & Kili¢ 2012). Par rapport aux collectes faites en plaine, ’activité des taons démarre
beaucoup plus tardivement en montagne. Ainsi, 7. bromius est tres abondant fin juin sur la plaine
de Crau (10 m) alors qu’il tres abondant début aofit dans les estives de la Mouline et de Mantet
(>1500 m). Par ailleurs, en estive, 1’altitude influence positivement H. auripila et négativement 7.
bromius et P. aprica. On peut ainsi définir des zones plus ou moins a risques en fonction de
I’émergence des principales especes et de leur distribution. En début d’été, H. auripila est surtout
abondant dans les zones de haute altitude (>1800 m) alors qu’en milieu d’été, T. bromius et P.
aprica sont surtout abondants dans les zones de moyenne altitude (<1800 m). De plus, les zones
fragmentées milieux ouverts — foréts sont particulierement favorables a 7. bromius et P. aprica
car elles rassemblent les principaux habitats nécessaires au cycle de vie des taons : des milieux
humides pour les gites larvaires, du couvert végétal pour les sites de repos et des espaces dégagés

qui facilitent la localisation des hotes (Kingston et al. 1986; Barros 2001; Andreeva et al. 2009).
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Les collectes de taons au moyen de pieges Nzi fixes et disposés selon un gradient altitudinal ont
donc permis de suivre I’abondance des principales especes au cours de la saison et d’identifier
des habitats préférentiels. Cependant, afin de mieux caractériser la nuisance des taons, il était
important de suivre leur activité atour d’un troupeau de bovins, par 1’observation directe des
piqlires et par la collecte d’insectes a 1’aide de pieges Nzi mobiles et disposés a proximité des

animaux.

Il est ainsi apparu que la nuisance des taons était relativement constante entre 10h et 16h alors
que les suivis journaliers avaient montré un pic d’activité pour les principales especes entre 11h
et 13h (GMT+1). Seules les femelles H. pluvialis sont significativement moins actives le matin
(Chvdéla et al. 1972). Les conditions climatiques conjointement au moment de la journée sont les
déterminants qui conditionnent I’activité de piqiire des femelles (Van Hennekeler et al. 2011). De
plus, en montagne, I’influence des vents thermiques semble étre un facteur décisif (Chvéla 1979).
Les especes réagissent aussi différemment aux variations des conditions climatiques. L’activité
des especes moyennes a grandes (Tabanini, Diachlorini) est surtout influencée par le vent et
I’humidité alors que celle des especes petites (Haematopini) est surtout influencée par la
température.

L’altitude, quant a elle, a un effet modéré sur le nombre de piqlires des taons et cet effet
s’explique par son influence sur les variables météorologiques (Korner 2007). En revanche, la
structure paysagere foréts — milieux ouverts n’a aucune influence sur la nuisance. Les taons ont
une grande capacité de vol qui leur permet de rechercher des hotes sur de vastes étendues,
particulierement les especes de taille moyenne a grande (P. aprica, T. bromius et Hybomitra spp.)
(Konstantinov 1993). De plus, un troupeau constitue une entité tres attractive pour des femelles a

jeun.

Il semble donc difficile pour les animaux d’éviter les piqlires de taons dans les estives compte-
tenu de la distribution et de I’activité des principales especes. On peut considérer que la nuisance
est maximale lors du pic d’abondance des especes majoritaires (7. bromius et P. aprica) et lors

des journées favorables a leur activité (vent et humidité faibles).
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4.1.2. Implications dans la transmission de la besnoitiose bovine

Afin d’évaluer le role potentiel des taons comme vecteurs mécaniques d’agents pathogenes, il est
nécessaire de bien connaitre leur comportement de piqlire mais aussi leurs préférences trophiques
(Magnarelli 1985). Les principales especes nuisantes identifiées dans les estives pyrénéennes ont
déja été impliquées dans la transmission mécanique de différents pathogenes suite a des
infections expérimentales : 7. bromius (Anaplasma marginale, Bacillus anthracis, Brucella sp.,
Erysipelothrix rhusopathiae et Francisella tularensis), H. montana (A.marginale et Brucella sp.)
et H. pluvialis (A. marginale, B. anthracis, Brucella sp., E. rhusopathiae, F. tularensis,
Trypanosoma theileri et virus du BVD, bovine viral diarrhea) (Krinsky 1976; Bose et al. 1987,
Tarry et al. 1991). Seul le rdle vecteur de P. aprica n’a jamais été évalué. Or, de par sa taille,
cette espece pourrait étre considérée comme un bon vecteur mécanique (changement d’hotes plus
fréquent chez les grandes espéces, pieces buccales plus contaminées) (Foil 1989). La
transmission mécanique de I’agent de la besnoitiose bovine, Besnoitia besnoiti, a été¢ démontré
chez des especes afrotropicales (Bigalke 1968), mais aucun résultat d’étude de transmission

expérimentale avec des especes paléarctiques n’a été publié.

Les pieges Nzi installés dans les estives en 2011 ont permis de collecter 2,4% de femelles
gorgées. Ce résultat apparait satisfaisant au regard de la difficulté a collecter, chez les dipteres
hématophages, des individus gorgés. Le piégeage permet, en effet, de collecter beaucoup
d’insectes mais une faible proportion d’individus gorgés tandis que les captures manuelles, avec
filet ou aspirateur, dans les sites de repos permettent d’obtenir une plus grande proportion

d’individus gorgés mais seulement un petit nombre d’insectes (Friesen & Johnson 2013).

La proportion de repas identifi€s a été tres satisfaisante (~90%). Les femelles 7. bromius se sont
gorgées principalement sur vache, les femelles H. auripila sur sanglier et vache, et les femelles P.
aprica sur cerf et vache. Aucun repas de sang sur petits ongulés sauvages n’a été détecté (résultat
confirmé dans le parc animalier). La diversité des hotes identifiés en estive et la détection de
repas mixtes (2 double repas pour 7. bromius, 1 en estive et 1 dans le parc animalier) montrent
que T. bromius et H. auripila ont un comportement opportuniste pour les mammiferes de grande

taille (Ies bovins étant majoritaires dans les estives). Les troupeaux bovins n’étant pas présents
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dans les zones les plus hautes en début d’été, les femelles H. auripila se sont nourries sur
sanglier. Les femelles P. aprica ont, elles, montré une certaine préférence pour le cerf (67% des

repas identifiés).

Globalement les cerfs sont apparus comme une source importante de sang pour les taons dans les
estives (40% des repas identifiés, équivalent a la proportion de repas sur vache). Or, depuis 50
ans, les densités et les taux d’occupation des cerfs ont nettement augmenté en France et dans les
autres pays d’Europe (Burbaité & Csanyi 2010; ONCFS 2012). L’augmentation du nombre de
cerfs associée a I’expansion des foréts d’altitude (Gracia et al. 2011) pourrait favoriser
I’augmentation des populations de taons dans les estives durant les prochaines années. On
remarquera d’ailleurs que P. aprica a représenté plus de la moitié des insectes capturés en 2011.

Actuellement, le role des ongulés sauvages dans I’épidémiologie de la besnoitiose bovine est mal
connu (Jacquiet et al. 2010). Une enquéte sérologique menée dans les Pyrénées espagnoles a
montré une circulation de Besnoitia sp. chez les cerfs et les chevreuils mais la présence de
Besnoitia besnoiti n’a été confirmée que chez un seul individu de chaque espece (Gutiérrez-

Expositoa et al. 2013).

D’apres les profils trophiques, il apparait que les principales especes de taons en estive sont des
vecteurs potentiels de Besnoitia besnoiti chez les bovins et que P. aprica pourrait jouer un role
important dans la circulation des Besnoitia sp. chez les cerfs. Cependant, la transmission de
Besnoitia sp. entre bovins et cerfs semble anecdotique. En effet, les cerfs et les bovins ne
partagent pas la méme ressource au méme moment (Kuiters et al. 2005). De plus, aucun repas de
sang mixte vache-cerf n’a été détecté. La transmission mécanique est donc privilégiée entre les
individus d’une méme espece puisqu’une femelle dont le repas est interrompu retourne sur le

méme hote ou sur un hote situé a proximité (Desquesnes et al. 2009).

4.2. Protection des troupeaux dans les espaces naturels protégés

En estive, les principales especes nuisantes sont 7. bromius, P. aprica, Hybomitra spp. et H.
pluvialis. Les larves de ces especes se développent dans des milieux différents, aquatiques a

terrestres. Sans doute la grande disponibilité en hotes permet-elle aux femelles de subvenir
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aisément a leurs besoins nutritionnels et reproducteurs. Il semble ainsi difficile d’intervenir sur
les gites larvaires a la fois multiples et disséminés, ou d’éliminer les taons adultes a grande
échelle et de maniere durable. Il convient donc de privilégier des méthodes de protection afin de
réduire le nombre de piqires sur les animaux. Cependant, la mise en place de telles mesures est
souvent compliquée dans la pratique, par la dispersion du bétail et/ou le manque de contention
des animaux. Le controle des populations de taons doit donc étre envisagé a travers une approche
intégrée couplant différentes méthodes de lutte: méthodes chimiques, outils mécaniques,
approches biologiques, conduites d’élevage, gestion des habitats... Plusieurs d’entre elles ont déja

été testées avec plus ou moins de succes. Nos résultats permettent d’en évaluer la pertinence dans

le contexte des estives méditerranéennes.

4.2.1. Lutte biologique

Dans tout écosysteme, les especes sont soumises a la prédation comme facteur régulateur et les
Tabanidae ne font pas exception a la regle (Johnson & Hays 1973). De nombreux prédateurs
vertébrés et invertébrés consomment des taons a 1’état adulte, larvaire et d’ceufs (Jackson &
Wilson 1965; Johnson & Hays 1973; Cuisance et al. 1994). Les principaux prédateurs des
femelles adultes sont des guépes de la sous-famille des Bembicinae (Tribu Nissonini) (Roberts &
Wilson 1967; Raymond 1989). Quand ces guépes sont actives autour du bétail, le nombre
d’attaques de taons diminue sensiblement. Malheureusement, leur habitat larvaire est tres
spécifique et leur activité saisonniere est beaucoup plus courte que celle des taons (Foil &
Hogsette 1994).

Les ceufs et les nymphes de taons peuvent aussi étre parasités par des hyménopteres parasitoides.
Au Texas (USA), I'utilisation de pontes naturellement parasitées avec Telenomus emersoni a
montré des résultats encourageants dans la lutte contre les taons (Cuisance et al. 1994).

Différents types d’agents pathogenes ont également été observés chez les taons, en particulier les
larves, avec des effets plus ou moins létaux : des nématodes (Mermithidae) (Poiner 1985), des
champignons (Celomomyces milkoi) (Andreeva 1976), des protozoaires et des spiroplasmes

(Clark et al. 1984; Legoff et al. 1991).
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La diversité des habitats larvaires d’une part, I’hétérogénéité et la complexité des conditions
environnementales propres aux estives d’autre part rendent peu envisageable cette approche qui
nécessite une parfaite connaissance de la biologie de I’espece auxiliaire et de son écologie dans
les écosystemes auxquels elle est destinée. D’ailleurs, si les essais cités précédemment n’ont pas
abouti a des applications usuelles, une approche biologique contre les dipteres nuisants est le plus

souvent opérationnelle dans les élevages confinés (Birkemoe et al. 2009).

4.2.2. Interventions sur les habitats

4.2.2.1. Aménagement des habitats

La lutte contre les taons peut étre localement efficace en modifiant les habitats favorables a
I’oviposition et au développement des larves par du drainage, par 1’assechement de zones
humides, par du débroussaillage pres des berges ou encore par la suppression des effluents
d’étables (Cuisance et al. 1994). Anderson & Keen (1969) ont démontré qu’une retenue d’eau
temporaire sur les marais salants au moment de la pupaison pouvait permettre de réduire les
populations de taons. Au New-Jersey, ou Chrysops atlanticus est trés actif en lisiere de forét
(Hansens & Rabin 1981), le déboisement et le débroussaillage ont permis de contrdler le nombre

de femelles en limitant les sites de repos et d’oviposition (Foil & Hogsette 1994).

Les espaces naturels sensibles font I’objet de plans ou de modalités de gestion prenant en compte,
a des degrés divers les enjeux agricoles et les problématiques conservatoires a I’échelle des
territoires. Nécessairement, cette gestion repose sur des mesures et des dispositifs
particuliers (protections réglementaires, plan de gestion, documents d’objectifs ou DOCOB pour
les sites Natura 2000, mesures agroenvironnementales territorialisées ou MAELt) autour desquels
sera structurée ’action des différents opérateurs. Du point de vue des logiques d’acteurs, ces
outils de gestion constituent trés souvent des compromis entre les motivations des uns et des
autres. En conséquence, toute nouvelle préconisation d’aménagement qui n’entrerait pas dans le
cadre formel de ces outils de gestion a tres peu de chance de pouvoir €tre mise en ceuvre.
Concernant la lutte contre les taons, des mesures d’aménagement des habitats ne semblent donc
envisageables que dans des zones de nuisance extréme, ce que ne sont pas les estives

méditerranéennes.

-163 -



4.2.2.2, Traitements insecticides dans I’environnement

La pulvérisation d’insecticides a grande échelle a été utilisée contre les larves et les adultes en
Afrique et aux Etats-Unis (Foil & Hogsette 1994). Dans le New-Jersey (USA), la pulvérisation de
pyréthrinoides (resméthrine et perméthrine) a faibles doses sur la végétation a montré une baisse
temporaire (24h) de la nuisance, sans doute liée a la fuite des femelles Chrysops atlanticus vers
des zones non traitées (Hansens 1981).

En France, la pulvérisation de Bti (Bacillus thuringiensis var. israelensis) est la seule méthode
utilisée en routine pour la lutte anti-larvaire contre les moustiques (EID Atlantique 2013) et
I’'usage d’insecticides anti-adulte est réservé « aux situations de nuisances trés importantes ou en
cas de risque épidémique » (Circulaire DPPR/DGS/DGTO du 21 juin 2007). Les expériences
précitées, et leur éventuelle généralisation comme moyen de lutte, sont donc totalement
inenvisageables actuellement. Concernant le Bti, outre le fait que son efficacité n’a jamais été
évaluée contre les taons, ce larvicide biologique est rendu inutilisable par I'inaccessibilité des

gites larvaires.

4.2.3. Application d’insecticides sur les animaux

En France, les insecticides sont le principal outil de lutte contre les dipteres hématophages.
Plusieurs molécules ont été testées contre les taons avec des efficacités variables. Des bovins
traités par pulvérisation avec un mélange de pyréthrine et de pipéronyl butoxide ont été protégés
contre 7. sulcifrons pendant trois a cinq jours (Bruce & Decker 1951). Lors d’un essai de
comparaison de différents insecticides, Presley & Russel (1986) ont montré que I’application de
perméthrine 1% en pour-on permettait une protection contre 7. abactor pendant au moins deux
semaines, avec une mortalité supérieure a 75%. Sous-forme de boucles auriculaires, la méme

Zéme 3éme

perméthrine était efficace plus tard, entre la et la semaine, avec des mortalités
respectives constatées de 79% et 54%. Ce délai est sans doute dii a la diffusion progressive du
produit sur le corps de 1’animal. Dans cette expérience, les taux de mortalité constatés avec la
perméthrine ont toujours été nettement supérieurs a ceux observés avec les autres insecticides
testés, que ce soit en pulvérisation ou sous-forme de boucles auriculaires (mortalités toujours

inférieures a 40%). Des boucles auriculaires de perméthrine 10% ont permis de protéger des
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chevaux contre les piqlires de H. dissimilis pendant un a deux mois (Parashar et al. 1989). Des
pulvérisations de fenvalérate a 0,01% et 0,02% sur des bovins ont entrainé, respectivement, des
taux de mortalité de Tabanus sp. de 67% et 79% (Leprince et al. 1991). Enfin, dans le cadre
d’une campagne de lutte contre les trypanosomoses animales, 1’application mensuelle de
cyperméthrine en pour-on sur des bovins a entrainé une réduction de la densité apparente de G.

pallidipes mais aussi de Tabanidae (Leak ef al. 1995).

La variabilité des résultats observés est probablement li€ée aux molécules utilisées, aux modes
d’application des produits et aux especes ciblées (sensibilité, comportement de piqlire). Mais le
manque d’efficacité d’un insecticide semble surtout lié a sa diffusion sur I’animal. En effet, la
concentration de la molécule active n’est pas homogene sur tout le corps ; lorsque les produits
sont utilisés en pour-on ou sous-forme de boucles auriculaires, les concentrations les plus faibles
sont situées dans la région ventrale et sur les pattes (Stendel et al. 1992; Vale et al. 1999) qui sont
des sites préférentiels de piqlire pour les taons. Du méme coup se trouve réduite I’efficacité du
produit et accru le risque de sélection de résistances aux pyréthrinoides qui ont, par ailleurs, été

déja documentées chez les stomoxes (Pitzer et al. 2010; Salem et al. 2012).

De plus, les bovins ont un comportement de léchage qui favorise 1'ingestion des molécules
appliquées sur la peau et leur élimination dans les feces (Laffont et al. 2001). Bourn et al. (2005)
ont estimé que 5 a 10% de la quantité totale de deltaméthrine appliquée en pour-on sur une vache
était ingérée par léchage et que 1,6% était excrétée dans la bouse, ce qui induisait une toxicité
pour la faune coprophile. Ainsi, dans une stratégie de lutte intégrée contre les glossines, la
pulvérisation d’insecticides uniquement sur les zones piquées (pattes et mamelle) s’est avérée
efficace, moins coliteuse et moins écotoxique dans la mesure ou elle a permis d’appliquer une

moindre quantité de produit.

Ce dernier mode d’application pourrait étre adapté a la lutte contre les taons puisque ces insectes
piquent majoritairement aux pattes et au pis. En outre, nous avons montré que I’activité des
insectes €tait concentrée pendant une période relativement courte, de 1’ordre de deux a trois
semaines, au cceur de I’été. Une surveillance routiniere du degré de nuisance pourrait permettre

d’appliquer le traitement au moment opportun en se limitant a une unique application pour la
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saison. Enfin, les petits ruminants et les jeunes bovins étant relativement peu piqués, le traitement
pourrait étre réservé aux bovins adultes (Schofield & Torr 2002; Mohamed-Ahmed & Mihok
2009).

Dans le contexte pastoral, un tel dispositif présente néanmoins un inconvénient majeur : au
moment du traitement, puis ensuite chaque fois que les animaux se coucheront (ou se baigneront)
une quantité non négligeable d’insecticide sera dispersée dans I’environnement (Gassner et al.
1997). Cette pollution diffuse se produira en outre au cceur de la saison d’activité de la plupart
des especes d’insectes. Des publications récentes ont montré que I’exposition des insectes a des
doses non létales d’insecticides pouvait avoir un impact important sur leur comportement et sur la
dynamique de leurs populations (Henry et al. 2012; Williamson et Wright 2013). Parallelement,
une érosion tendancielle de la biodiversité est actuellement visible en Europe, en particulier pour
des insectes et dans des systemes prairiaux (Biesmeijer et al. 2006; European Environment
Agency 2013). Dans ces conditions, I'utilisation de biocides dans des systemes extensifs au sein
d’écosystemes a forte biodiversité apparait totalement inappropriée. En revanche, dans
I’hypotheése ou un traitement serait rendu obligatoire par la réglementation sanitaire, il serait
opportun que cette obligation s’accompagne de recommandations strictes reprenant les modalités

que nous venons de décrire.

4.2.4. Conduites d’élevage

Les mesures de conduites d’élevage qui assurent une protection des animaux contre les taons
reposent sur deux grands principes : mettre a disposition des abris pour les animaux et/ou mener

les animaux loin des habitats « a risques ».

4.24.1. Mise en place d’abris

Les taons sont peu enclins a entrer a I’intérieur des étables ou de tout autre type de batiments. Un
abri méme sommaire peut suffire a réduire le nombre des attaques (Raymond & Rousseau 1987).
Plusieurs observations montrent que les taons préferent voler autour de barrieres plutdt que passer
par-dessus (Foil & Hogsette 1994). Une végétation dense et relativement haute peut ainsi

constituer une barriere efficace contre les taons (Morgan & Lee 1977).
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Roberts (1972) a observé que des femelles, attirées par un boeuf entouré d’une moustiquaire
(hauteur = 2,4 m), volaient autour de la moustiquaire sans parvenir a atteindre 1’animal. Des
panneaux moustiquaires dispos€s autour des animaux peuvent donc constituer un bon outil de
protection. De tels dispositifs, imprégnés d’insecticides, ont montré leur efficacité contre les

moustiques et les mouches piqueuses en Afrique (Maia et al. 2010; Bauer et al. 2011).

Dans le cas des parcours d’estive, la mise en place d’abris semble d’un intérét limité dans la
mesure ou les troupeaux allaitants sont souvent importants et trés mobiles. Par ailleurs, les
animaux peuvent se mettre naturellement a I’abri en profitant de la végétation arbustive. En
revanche, dans des systemes laitiers extensifs, ou les effectifs sont moins importants et plus

confinés a proximité des appareils de traite, des dispositifs de protection pourraient étre installés.

4.2.4.2.  Eviter les habitats « a risques »

L’étude de la distribution des taons dans les estives pyrénéennes a montré que les principales
especes €taient tres abondantes dans les mosaiques paysageres constituées d’ilots boisés et de
clairieres. Ceci confirme les travaux de Sheppard & Wilson (1977) sur I'activité des taons en
lisiere de forét. De plus, certaines especes sont favorisées par des biotopes particuliers. Ainsi, les
Chrysops spp. et les Haematopota spp. étaient-ils tres présents autour du lac d’altitude d’Evol.
Or, ces especes sont surtout actives a proximité de leur gites larvaires (Chvéla et al. 1972).
Spontanément, les animaux s’éloignent des habitats forestiers ou se regroupent sur des collines
exposées au vent durant les périodes de fortes pullulations de taons (Duncan & Cowtan 1980;
Powell et al. 2006). La gestion des parcours pourrait ainsi permettre d’éloigner le bétail des

habitats ou les populations de taons sont les plus abondantes.

Dans les estives pyrénéennes parcourues par des troupeaux allaitants, une telle solution pourrait
étre utile en juillet — aofit. Elle impliquerait que, pendant les journées les plus chaudes, les
troupeaux soient conduits dans les secteurs les plus hauts, a 200 metres au moins des lisieres
forestieres propices a P. aprica et T. bromius. L’activité de vol des insectes étant étroitement liée
aux conditions météorologiques, les animaux pourraient redescendre a la faveur des changements
de temps. Nos travaux sur le comportement de piqlre ayant ét€ conduits durant des journées

propices a I’activité des femelles, nous ne sommes malheureusement pas en mesure de définir les
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seuils thermiques ou aérologiques a partir desquels les taons sont dans 1’impossibilité de voler.
La définition de préconisations de conduites visant a réduire la nuisance nécessiterait donc de
mieux connaitre la physiologie des especes dominantes. De telles préconisations devraient
également étre confrontées aux contraintes pastorales (disponibilité en ressources fourrageres,
capacité de déplacement des troupeaux...) pour étre intégrées dans une analyse systémique des

parcours.

4.2.5. Stratégie « push-pull »

Les stratégies « push-pull » ont montré leur efficacité dans le contrdle des ravageurs de plantes et
elles sont de plus en plus évaluées contre les dipteres hématophages, comme par exemple A.
aegypti en Thailande (Salazar et al. 2013). Le principe est, d’une part, de repousser (« push») les
insectes a distance de leurs hotes grace a des molécules répulsives, et d’autre part, d’utiliser des

dispositifs attractifs pour capturer (« pull ») les insectes (Logan & Birkett 2007).

4.2.5.1. Répulsifs

Les répulsifs sont des substances qui agissent localement ou a distance et qui empéchent I'insecte
de s’approcher, de se poser ou de piquer (Stella Nerio ef al. 2010). On distingue généralement les
répulsifs synthétiques (N,N-diéthyl-3-méthylbenzamide (DEET), IR3535, Picaridine...) des
répulsifs a base d’huiles essentielles (Cymbopogon spp., Ocimum spp., Eucalyptus spp...).

Du DEET appliqué sous forme de sprays aérosols a des concentrations élevés (75%) sur des
vaches et des chevaux a montré une efficacité de 3h a 4h contre certaines especes de taons. Mais
des effets secondaires ont été observés apres application sur les animaux : dermatite, exfoliation,
hypersalivation (Palmer 1969; Blume et al. 1971). Du N,N-diéthyl-phénylacétamide et du
phtalate de diméthyle ont aussi été utilis€s en imprégnation sur des toiles de jute servant de
couvertures a des vaches et a des mules pour les protéger contre les mouches et les taons (Rao
1987). La pulvérisation d’'une émulsion d’oxamate 20% sur des vaches a démontré une action
répulsive pendant 12h contre les taons (Mindr et al. 1987). Plus récemment, Siinder et al. (2011)
ont comparé un produit répulsif a base d’huiles essentielles "Bremsen-Frei-Plus" (Co. Dr.

Schaette AG, Bad Waldsee, Germany) a un insecticide a base de perméthrine "Well-care
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emulsion" (Co. Essex Tierarznei, Miinchen, Germany). Ces deux produits ont permis de protéger
les chevaux contre moustiques, mouches et taons pendant pres de 50h (Siinder et al. 2011). Les

réactions de défense ont ét€ moins fréquentes chez les chevaux traités avec la perméthrine.

En pratique, les répulsifs peuvent étre appliqués directement sur les animaux mais d’autres
dispositifs ont été testés chez les mouches piqueuses. Zhu et al. (2010) ont utilisé des granulés a
base d’huile essentielle de Nepeta cataria, dispersés sur le fumier, pour protéger des jeunes
bovins contre S. calcitrans. Toutefois, ce procédé est utilisable dans des parcs mais pas sur des
patures. Bett et al. (2010) ont, quant a eux, testé 1’efficacité de colliers équipés de diffuseurs
pouvant étre rechargés régulicrement en répulsif (2-méthoxy-4-méthylphénol) contre les

glossines.

L’identification de composés répulsifs contre les taons faisait partie des objectifs initiaux de notre
travail. Aprés quelques essais, il est rapidement apparu qu’il serait extrémement difficile de
soumettre les taons a des tests comportementaux au laboratoire et qu’il fallait réfléchir a un
protocole facile a mettre en place sur le terrain. Chez les glossines, des pieges Epsilon et NG2G
ont été utilisés pour tester l'effet répulsif du guaiacol (2-méthoxyphénol) et de molécules
analogues (Torr et al. 1996; Saini & Hassanali 2007). Chez les taons, une seule expérience de ce
type a été réalisée de maniere fortuite par Hall ef al. (1998). Un effet répulsif du « Swormlure-4 »
(Mackley & Brown, 1984) — initialement utilisé pour attirer les Calliphoridae — a été observé sur
les femelles taons d’apres des collectes sur bandes adhésives noires (30x30 cm).

Apres avoir montré, en cage de vol, I'efficacité répulsive de 1’huile essentielle de Cymbopogon
citratus sur S. calcitrans (Annexe 6), nous avons congu et mis en place une expérience avec des
pieges Nzi pour évaluer I’efficacité de différents répulsifs, dont I’huile essentielle de citronnelle,
contre les taons en milieu naturel. Malheureusement, de mauvaises conditions météorologiques
lors du printemps et de 1’été€ 2013 nous ont contraints a interrompre 1’expérience avant de pouvoir

disposer de résultats exploitables.

L’usage des répulsifs est limité par leur grande volatilité et leur courte durée d’action (quelques
heures le plus souvent). L’utilisation de ces composés dans des dispositifs opérationnels

nécessiterait donc au préalable de mettre au point des procédés d’application permettant d’en
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prolonger I’action (Bett et al. 2010). Des procédés d’encapsulation, de haute technicité,
permettant la diffusion progressive de composés volatils ont déja été développés par les
industries cosmétique et textile. Malheureusement, il est a craindre que de telles techniques aient
un coft difficilement conciliable avec les contraintes économiques de 1’élevage extensif.
L’alternative consisterait a pouvoir automatiser 1’application du produit pour que les animaux
puissent étre efficacement protégés les jours de forte nuisance. Ceci est envisageable pour des

troupeaux laitiers manipulés quotidiennement.

4.2.5.2. Pieges attractifs

Le principe du piégeage consiste a intercepter les insectes a la recherche d’un hote en les attirant
a l'intérieur de pieges grace a des signaux visuels et olfactifs (Bouyer er al. 2005; Takken &
Knols 2010). 1I s’agit d’un outil efficace pour I’étude et la surveillance des vecteurs mais aussi
pour la protection des hotes et le contrdle des populations d’insectes. Pour les taons, différents
types de pieges ont été mis au point afin d’améliorer leur attractivité (nombre de taons attirés) et

leur efficacité (nombre de taons capturés parmi ceux qui sont attirés) (Encart 4).

Wilson (1968) a été le premier a tester la technique du piégeage comme outil de protection contre
les taons. Il a montré une diminution des attaques sur le bétail grice a I’installation autour d’un
troupeau de pieges collants associés a une source de CO,. Les populations de taons
(majoritairement 7. lineola et T. fuscicostatus) diminuaient pendant les 3-4 jours de piégeage,
mais augmentaient a nouveau quelques jours apres le retrait du dispositif. Deux études menées a
grande échelle sur plusieurs années ont montré qu’un piégeage régulier pouvait permettre de
réduire les populations de taons (Wall & Doane Jr 1980; Pavlova 1985). La premicre étude a été
conduite pres des marais salants du Massachusetts (USA) avec des « box trap », la deuxieme
dans les paturages du Tioumen (Russie) avec des picges Manitoba. Les deux études ont permis
d’obtenir une diminution importante du nombre de taons collectés, respectivement, de 60% sur
trois ans et de 77 a 92% sur six ans. Toutefois, aux Etats-Unis, 1’élimination des populations de
T. nigrovittatus, espece la plus abondante, a été considérée comme impossible sur du long-terme,
les femelles étant autogenes. Or, les pieges capturaient principalement des femelles a la recherche

d’un hote vertébré apres leur premiere ponte (Wall & Doane Jr 1980).
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En pratique, le piégeage autour des animaux a été peu évalué comme méthode de protection. Les
pieges Nzi sont tres attractifs pour les taons et leur efficacité a été évaluée a pres de 45%, sans
appat, pour des especes afrotropicales (Mohamed-Ahmed et al. 2007). En France, les picges Nzi
se sont avérés tres efficaces aussi bien en plaine qu’en montagne, spécifiquement pour les
especes moyennes a grandes. L’utilisation de pieges attractifs comme les pieges Nzi pourrait
donc étre envisagée dans les zones pastorales. Mais ces pieges peuvent capturer également des

dipteres pollinisateurs (syrphes, abeilles, papillons) et ainsi affecter la biodiversité du milieu.

Il est donc important d’optimiser les dispositifs de piégeages : attractivité, efficacité et
spécificité. L’identification des molécules sémiochimiques qui modulent les relations entre les
taons et leurs hotes est un moyen d’améliorer 1’attractivité des pieges. Nous avons pu valider au
cours de cette these un protocole EAG pour les taons. L’EAG est une premiere étape dans
I’investigation des composés sémiochimiques. Dans un second temps, les expérimentations sur le
terrain grace au piégeage doivent permettre de caractériser le comportement des taons en
présence de différentes odeurs. Les expériences en tunnel de vol ont été tres utilisées chez les
stomoxes et les glossines (Schofield & Brady 1997; Jeanbourquin & Guerin 2007; Harraca et al.
2009) mais cette technique parait peu envisageable chez les taons a cause de leur vol puissant

(Nachtigall 2004).

Les techniques d’écologie chimique nous ont permis de mieux comprendre la sensibilité olfactive
des taons et notamment les différences interspécifiques qui existent. Nos travaux ont montré que
I’urine de cheval et certains de ses constituants phénoliques, en particulier le 4MP, sont des
odeurs tres actives sur les récepteurs cellulaires des antennes et tres attractives sur le terrain, plus
spécifiquement pour A. quadrifarius. Les urines d’ongulés ont également montré une forte
attractivité chez d’autres especes tempérées (Mihok & Mulye 2010; Krémar & Lajos 2011). Nos
résultats suggerent que les molécules actives présentes dans les urines agissent en synergie. Or,
Mihok & Lange (2012) ont déja démontré un effet synergique entre I’ammoniaque et les phénols.
Il serait intéressant de poursuivre les études sur les kairomones afin d’identifier de nouvelles

molécules attractives et de les tester en association.
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De plus, nous avons montré des différences entre 7. bromius et A. quadrifarius concernant les
réponses physiologiques et comportementales vis-a-vis des odeurs testées. Ces observations
peuvent expliquer les différences de collectes entre Tabanus spp. et Atylotus spp. rencontrées en
Croatie lors de piégeage avec des attractifs variés (Krémar et al. 2010). Il semblerait en
particulier que 7. bromius soit plus sensible aux stimuli visuels et A. quadrifarius plus sensible
aux stimuli olfactifs. De telles différences de sensibilité ont pu étre observées entre différentes
especes de glossines (Torr & Solano 2010). D’un point de vue pratique, il est donc essentiel de
connaitre la sensibilité générale des especes les plus communes (P. aprica, H. pluvialis...) afin
d’adapter au mieux les dispositifs de protection des troupeaux. Le couplage d’attractifs
sémiochimiques avec les attractifs visuels que constituent les pieges peut en effet augmenter

considérablement les captures mais demeure plus complexe a mettre en ceuvre.

Incontestablement, I’utilisation de pieges attractifs de type Nzi peut €tre envisagée comme une
solution opérationnelle pour protéger les troupeaux au paturage. Outre leur efficacité, que nos
travaux n’ont fait que confirmer dans un contexte méditerranéen, ces pieges présentent deux
avantages essentiels : leur simplicité d’utilisation et leur relative spécificité. Pour protéger le
bétail contre un nombre limité d’especes nuisantes dont 1’abondance varie fortement au cours du
temps et en fonction des milieux, ces pieges pourraient €tre mis en place, activés ou déplacés par
I’éleveur ou le vacher en fonction de la géne observée au cours de la saison d’estive. Selon la
dispersion du troupeau un nombre limité de pieges peut étre suffisant. Dans la perspective d’une
utilisation dans des écosystemes sensibles et protégés, la spécificité des pieges doit etre évaluée
avec précision. Les insectes « non cibles » capturés au cours de I’'inventaire de 2011 ont d’ailleurs

été conservés a cette fin et devront faire 1’objet d’une analyse exhaustive.
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Encart 4 : Pieges contre les Tabanidae

Figuré; A iege Canopy
(in http://www.nzitrap.com)

Figure C. Piege Biconique
(M. Desquesnes, 2005)
Figure D. Piege Vavoua
(P. Jay-Robert, 2011)

E

Figure E. Piege Tabanoid
(in http://www.tabanoid.com)

La premiere technique de capture a été adoptée pour les glossines
au début du siecle. Il s’agissait de simples écrans noirs enduits de
glue (Challier & Laveissiere 1973). Puis, des véritables pieges
« tridimensionnels » ont ét€ mis au point pour lutter contre les
glossines, mais aussi les stomoxes et les taons. Le piégeage est un
outil efficace d’étude, de surveillance, de protection et de lutte
vectorielle (Bouyer et al. 2005).

Il existe des pieges d’interception comme les pieges Malaise qui
sont peu spécifiques et des picges attractifs généralement plus
spécifiques. Pour les mouches piqueuses, différents modeles sont
utilisés : Canopy (Fig. A), Nzi (Fig. B), Tetra, NG2, Epsilon,
biconique (Fig. C), Vavoua (Fig. D), pyramidal, écran-picge,
Manitoba, Epps... (Mihok 2013; Thompson 1969; Challier &
Laveissiere 1973; Laveissiere & Grebaut 1990; Hribar et al. 1991;
Mihok 2002; Bouyer et al. 2005). Les types de pieges varient par
la forme, la couleur et le matériel utilisé. Les pieges attractifs sont
des leurres visuels auxquels est associée éventuellement une odeur
attractive (Bouyer et al. 2005). Ces pieges collectent
majoritairement des femelles a la recherche d’un hote vertébré.

Les collectes de Tabanidae peuvent €tre tres variables d’un piege a
I’autre. Les pieges Nzi et les pieges Canopy ont été tres utilisés
ces dernieres années pour la collecte de taons. Les picges Nzi se
sont révélés les plus efficaces. En Afrique, les collectes avec les
deux types de pieges éEtaient similaires (Mihok 2002). En
revanche, en Amérique du Nord, les pieges Nzi collectaient 5 fois
plus de taons que les pieges Canopy (Mihok er al. 2006) et, en
Australie, les pieges Nzi capturaient un plus grand nombre (x4,5)
et une plus grande variété (x1,5) de taons que les pieges Canopy
(Van Hennekeler et al. 2008).

Récemment, Horvath et al. (2008) ont montré que les taons étaient
attirés par la lumiere polarisée et ce comportement a été utilisé
pour le développement de nouveaux types de pieges (Blaho et al.
2012b; Egri et al. 2013a; Egri et al. 2013b). Ces pieges permettent
de collecter a la fois des males et des femelles. Une version
commerciale, dénommée le piege Tabanoid, est d’ailleurs
disponible (MFKK 2011) (Fig. E).
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4.3. Perspectives

Dans la continuité des travaux de these, plusieurs axes de recherches se dégagent autour 1) de la
capacité des taons d’Europe a transmettre 1’agent de la besnoitiose bovine dans la nature, ii) de
I’efficacité du piégeage dans la protection des bovins, iii) et de I'implication de la vision et de

I’olfaction dans la recherche d’hotes chez les différentes especes de taons.

Prédire le réle des espéces dominantes de taons dans la transmission mécanique
de Besnoitia besnoiti

Nos travaux en estive ont montré que seules quelques especes abondantes devaient é&tre
considérées comme des especes nuisibles. La capacité de ces especes a transmettre
mécaniquement Besnoitia besnoiti devrait étre évaluée expérimentalement comme cela a été
démontré par Bigalke (1968) avec des especes afrotropicales de lapin a vache, ou entre vaches.
Depuis, Liénard et al. (2013) ont mis au point un protocole avec des nourrisseurs artificiels qui a
permis de montrer que S. calcitrans pouvait transmettre les parasites sur substrat artificiel a partir
d’une génisse présentant une infection chronique de besnoitiose bovine. Un tel dispositif pourrait
étre adapté au mode de gorgement des femelles taons (Downer et al. 2007) pour étudier la
capacité des principales especes a transmettre Besnoitia besnoiti.

Parallelement a cela, pour pouvoir prédire le role de chaque espece dans I’épidémiologie de la
besnoitiose, il est important de décrire plus précisément leur comportement de piqfire : repas de
sang fréquemment interrompu ou pas, repas complet sur un méme individu ou plusieurs repas
partiels nécessaires, propension a changer d’individu... (Muzari et al. 2010b). Les résultats
observés sur 7. bromius (espéce abondante, longue période d’activité, repas mixte) font de cette

espece un vecteur potentiellement tres efficace dans la nature.

Evaluer I'efficacité des piéges pour protéger les troupeaux

Les collectes menées dans un contexte de paturage extensif typique de 1’arriere-pays
méditerranéen ont confirmé I’efficacité des pieges Nzi déja démontrée a travers le monde (Mihok
2002; Mihok 2006; Van Hennekeler 2008). Toutefois, ce contexte n’est pas le plus propice pour
évaluer la qualité de la protection offerte par les pieges. A la suite de nos travaux, une étude

devrait donc étre menée avec des animaux plus confinés (a I'intérieur d’une parcelle) et dans un
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environnement plus homogene pour estimer 1’effet du piégeage sur les populations de taons et sur
la nuisance pour les bovins.

Une telle étude est en cours de réalisation a travers une these vétérinaire conduite dans les Alpes
frangaises autour d’un troupeau laitier. Le projet SANITEL a également été monté par 1’Institut
Ikare (Institut Karibéen et Amazonien de 1’élevage) pour tester I’efficacité des pieges dans les
élevages guyanais. Ces travaux devraient fournir des éléments pratiques sur ’intensité du

piégeage a maintenir pour obtenir une protection minimale des animaux durant la période

d’activité des taons.

Mieux comprendre les différences de sensibilité entre espéces

A travers I’étude de la physiologie olfactive de deux especes de taons et de leurs réponses a des
odeurs variées, il est apparu que des différences de sensibilité olfactive, mais aussi visuelle,
pouvaient exister selon les especes de Tabanidae. Comme chez les Glossinidae, I’importance de
la vision et de I’olfaction semble ainsi variable d’une espece a ’autre (Torr & Solano 2010).
Récemment, il a été démontré que les rayures ou les taches sur le pelage d’un animal attiraient
moins les taons qu’un pelage uniforme. Blaho ef al. (2013) ont alors comparé ’attractivité d’une
cible rayée associé a un attractif olfactif (CO, et/ou ammoniaque) a une cible uniformément
noire, avec ou sans le méme attractif olfactif. Globalement, la cible rayée a toujours été moins
attractive que la cible noire. Malheureusement les especes de taons n’ont pu étre identifiées au
cours de cette expérience et il est impossible de dire si certaines especes €taient plus ou moins
sensibles aux différents stimuli. Il serait intéressant de renouveler ce type de d’expérimentation
combinant des signaux visuels et olfactifs afin de mieux cerner la sensibilité des différentes

especes et I'importance de chaque sens mis en jeu dans la recherche d’hdtes, toujours dans

I’optique d’optimiser et d’adapter les dispositifs de piégeages aux especes les plus abondantes.
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Annexe 1. Transmission of pathogens by Stomoxys flies (Diptera,
Muscidae): a review
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Abstract — Stomoxys flies are mechanical vectors of pathogens present in the blood and skin of their animal hosts,
especially livestock, but occasionally humans. In livestock, their direct effects are disturbance, skin lesions, reduction
of food intake, stress, blood loss, and a global immunosuppressive effect. They also induce the gathering of animals for
mutual protection; meanwhile they favor development of pathogens in the hosts and their transmission. Their indirect
effect is the mechanical transmission of pathogens. In case of interrupted feeding, Stomoxys can re-start their blood
meal on another host. When injecting saliva prior to blood-sucking, they can inoculate some infected blood remaining
on their mouthparts. Beside this immediate transmission, it was observed that Stomoxys may keep some blood in their
crop, which offers a friendly environment for pathogens that could be regurgitated during the next blood meal; thus a
delayed transmission by Stomoxys seems possible. Such a mechanism has a considerable epidemiological impact since
it allows inter-herd transmission of pathogens. Equine infectious anemia, African swine fever, West Nile, and Rift Val-
ley viruses are known to be transmitted by Stomoxys, while others are suspected. Rickettsia (dnaplasma, Coxiella),
other bacteria and parasites (Trypanosoma spp., Besnoitia spp.) are also transmitted by Stomoxys. Finally, Stomoxys
was also found to act as an intermediate host of the helminth Habronema microstoma and may be involved in the trans-
mission of some Onchocerca and Dirofilaria species. Being cosmopolite, Stomoxys calcitrans might have a worldwide
and greater impact than previously thought on animal and human pathogen transmission.

Key words: Stomoxys flies, Mechanical vectors, Pathogens, Vector-transmitted diseases.

Résumé — Transmission de pathogénes par les Stomoxes (Diptera, Muscidae) : une synthése. Les stomoxes sont
des vecteurs mécaniques de pathogénes présents dans le sang et les tissus cutanés de leurs hotes, spécialement le bétail.
mais aussi parfois les humains. Pour le bétail, leurs effets directs sont principalement la perturbation des animaux, les
lésions de la peau, la réduction de I'alimentation, le stress, la spoliation sanguine et un effet immunosuppressif global.
Ils entrainent aussi le regroupement des animaux pour une protection mutuelle ; tout cela favorise le développement
des parasites chez les hotes et leur transmission. Leur effet indirect est la transmission mécanique de pathogénes. En
cas de repas interrompu, les stomoxes peuvent reprendre leur repas de sang sur un autre héte. En injectant de la salive
avant I'absorption de sang, ils peuvent inoculer du sang infecté qui restait sur leurs piéces buccales. En plus de cette
transmission immédiate, il a été observé que les stomoxes pouvaient conserver du sang dans leur jabot, qui offre un
meilleur environnement pour les pathogénes. Ces derniers peuvent étre régurgités lors du prochain repas de sang.
Ainsi, une transmission retardée semble possible par les stomoxes. Un tel mécanisme a une conséquence
épidémiologique considérable, puisqu’il permet une transmission de pathogénes entre les troupeaux. Les virus de
I’anémie infectieuse équine, de la fievre porcine africaine, des fiévres a West Nile ou de la Vallée du Rift, sont connus
pour étre transmis par des stomoxes ; d’autres sont suspectés. Des rickettsies (Anaplasma, Coxiella), d’autres bactéries
et des parasites (Trypanosoma spp., Besnoitia spp.) sont aussi transmis par les stomoxes. Enfin, les stomoxes sont
aussi des hotes intermédiaires de I'helminthe Habronema microstoma et pourraient étre impliqués dans la transmission
de certaines especes d’Onchocerca et de Dirofilaria. En étant cosmopolite, Stomoxys calcitrans pourrait avoir un
impact plus important qu’initialement imaginé sur la transmission de pathogénes aux animaux et aux humains.
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1. Introduction

The genus Stomoxys (Diptera: Muscidae) contains 18
described species [136]. They are obligate blood-sucking insects
and some species are considered significant economic pests of
livestock and other warm-blooded animals in many parts of the
world [136]. Stomoxys calcitrans is a cosmopolitan species. In
addition to S. calcitrans, several other stomoxyine flies also read-
ily attack domestic animals, including S. niger, S. sitiens, and
S. indicus [123]. Both male and female stable flies feed on blood
and they are often aggressive and persistent feeders; they even can
attack humans in the absence of preferred hosts. It has been
recently shown that those flies (S. calcitrans and S. niger) also
take sugars from flowers or ripe fruits [89]. Although they are
most active and problematic around livestock farms, they can also
be a nuisance insect on coastal beaches and in residential arcas
near agricultural production [91] (Figure 1).

Stable flies can cause severe problems in dairies and feed-
lots, where larval stages develop in moist soil and similar sub-
strates [81, 88]. Severe biting activity can result in a reduction
in animal weight and milk production. Reductions of 19% in
weight gain and of 40-60% in milk yields have been reported
[18, 19, 124]. S. calcitrans may also cause specific skin lesions
like necrotic dermatitis at the tips of dog’s ears, exsudative der-
matitis on the legs of horses and in the “hair whirlpools™ on the
back of calves [131].

Stomoxys may also affect wild animals. A die-off of bongos
(Tragelaphus eurycerus (Ogilby, 1837)) and other large ungu-
lates occurred following a Stomoxys biting fly outbreak in the
lowland forest of the northern Republic of Congo in April-
May 1997 [37]. The direct effects of swarming biting flies
and the resulting attempts to fight off the flies seem to have
contributed to extreme fatigue, disruption of foraging patterns,
modification of behavior, and increased exposure to predation
and accidents. Observations of bongos and examination of car-
casses suggested that the physical torment and disruption
caused by the biting of Stomoxys contributed directly to the
deterioration of their condition [37].

Independent from their direct nuisance (annoyance, toxic
effects of saliva, blood loss, etc.), a high number of flies biting
cattle and other affected animals may have a direct role in the
epidemiology of transmissible diseases. Several Stomoxys spe-
cies have been implicated as mechanical vectors of pathogens,
including viruses, bacteria, protozoa, and helminths. This
review discusses the direct and indirect effects of Stomoxys flies
and provides an overview of existing literature on the pathogens
they can transmit.

2. Direct nuisance and secondary effects

As partly described for tabanids [35] and stomoxes [11], the
direct nuisance of Stomoxys flies and other biting flies can be
summarized as follows:

2.1 Annoyances of animals

By flying around the eyes, landing on the skin, and attempt-
ing to bite, these insects disturb animals. This is especially

-

Figure 1. Stomoxys calcitrans.

important for livestock; they induce defensive movements of
the head, ears, skin, legs, and tail, and escaping- or hiding-
behaviors (hiding in a forest, or deep into the water; close
gathering of animals to protect each other, etc.). Thus, their
annoyance causes: (1) a loss of energy, (2) a reduction of the
time spent feeding and the total feed intake, (3) stress due to
flying and landing events.

2.2 Pain and toxicity of skin puncture and saliva
injection

The physical action of mouth parts and the chemical action
of the saliva create a local pain at the biting site, which is a
source of stress for the animals. It is also the origin of local
cutaneous infections or secondary infections in case of myiasis.
Additionally, the chemical and immunogenic actions of the sal-
iva have a general toxicity and create a general immune
response which contributes to stress and immunosuppression.

2.3 Blood loss

As blood feeders, Stomoxys flies can consume an average of
11-15 pL of blood per meal [106]. In addition to the direct loss
of blood from feeding, more blood may pour out from the bit-
ing site when the mouthparts are removed from the skin, which
may dry on the skin or be promptly absorbed by sucking flies.
Often, Stomoxys will be disturbed by high abundances of suck-
ing flies, which interrupts their blood meal, and creates more
opportunities to lose blood by pouring from the biting site.

The primary consequences of loss of energy, reduction of
food intake, stress, and blood losses are a reduction of meat,
milk, manure production, and draught power, which is summa-
rized by a consequent loss of productivity with significant eco-
nomic impact. For example, Barré [4] estimated in La Réunion
that a total of 0.5-1 L of milk/cow/day is lost due to stomoxes
in highly infested farms. In their study of grazing yearling
steers/calves, Campbell ef al. [18] observed an average loss
of 0.2 kg in the weight gains of untreated animals versus
insecticide-treated ones.
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As a consequence, these direct effects not only influence the
rate of livestock production, but they also favor disease trans-
mission. Indeed, the secondary consequences of the direct nui-
sance are (i) close gathering of animals (as a behavior to protect
each other) which increases the probability for biting flies to
move from one to another animal in case of interrupted feeding;
(ii) immunosuppressive effects on the hosts (as a consequence
of stress, energy losses, decrease in food-intake, and the toxic
activity of the fly saliva [115]) have two important conse-
quences: enhancing the pathogenesis of the infected animals
(thus increasing the contaminative boost transmitted by the
insects), and reducing the resistance of potential hosts (thus
making the host more receptive and pathogen development
casier). In summary, the direct effects of biting insects are
notably favoring pathogen transmission and enhancing their
development [33].

3. Mechanism of pathogens transmission
by Stomoxys flies

Mechanical transmission is a simple mechanism of patho-
gen transmission which, in itself, is considered to be the most
important “indirect effect” of blood-sucking insects. This mode
of transmission appears to occur through either contamination
of mouthparts or regurgitation of digestive tract contents. The
chain of events leading to mechanical transmission is as fol-
lows: the initial blood feeding upon an infected animal is often
interrupted because of the pain of the bite, leading to defensive
movements of the host; the fly may then fly off and land on
another animal, thus it is able to transfer blood pathogens
remaining in its mouthparts to a susceptible animal. Pathogens
are then transferred during the initiation of the second feeding
through the saliva that hematophagous insects inject prior to
blood-sucking. In addition to this “mouthpart™ contamination,
experimental evidence has shown that stable flies can regurgi-
tate part of a previous blood meal before taking up another
one [13]. Indeed, the regurgitation of a relatively high amount
of the previously ingested blood meal could be an important
way of transmitting high doses of disease agents. However, this
phenomenon is limited by the short survival of pathogens
which may be inhibited by digestive secretion, For example,
T vivax survival in a tabanid’s guts was estimated to be around
5-7 h [38]. However, as observed by some authors in experi-
mental conditions [23], some blood ingested can be directed
to the insect’s crop, where pathogens may survive longer since
it is a more friendly environment devoid of digestive secretions.
Blood can stay 24 h or more in the crop before being directed
either to the gut or partially regurgitated during the early stage
of a new blood meal. In such conditions, a partial regurgitation
of blood from the crop would allow a delayed transmission,
possibly up to 24 h or more. In tabanids, the interval between
blood meals is quite long (5-7 days), above the maximum sur-
vival of most of the pathogens [43], regardless of whether they
are kept in the crop or the gut. However, in stomoxe flies,
which are frequent feeders [103], the interval between blood
meals is variable, from 4 to 72 h [43, 74]. Thus, the crop regur-
gitation of infectious blood could easily establish in these flies.

As it was experimentally studied and mathematically mod-
eled for tabanids and trypanosomes [35], the potential ability
for transmission of pathogens mainly depends on the volume
of blood left on the mouthparts after feeding (which is essen-
tially governed by the size of the insect’s mouth parts), the den-
sity of biting-insects flying around the animals, the level of
parasitaemia in the host blood, and the relative proportion of
infected and non-infected hosts which are close together. Spe-
cifically, it may also vary with the minimum infectious dose
of a pathogen, the duration of the survival period of the patho-
gen in the insect, and the duration of the periods between
repeated blood-sucking [42, 105].

Pathogens possibly transmitted by tabanids have been
reviewed by several authors and proved to be as varied as bacte-
ria, viruses, and parasites [41, 73]. Pathogens transmitted by sto-
moxes are thought to be the same; however, some more specific
links may exist between stomoxes, pathogens, and their hosts,
due to peculiar host species trophic affinity, type of bite or behav-
iour of stomoxes, and possible delayed transmission due to their
higher frequency of blood meals. On top of the pathogens that are
mechanically transmitted, stomoxes may also be a biological vec-
tor of a limited number of other pathogens.

4. Viruses

Numerous viruses can be transmitted mechanically by
Stomoxys spp.

4.1 Equine infectious anemia virus (EIAV)

Equine infectious anemia is considered a worldwide disease
caused by a Lentivirus (Retroviridac). EIAV is responsible for a
persistent infection in horses that is characterized by recurring
cycles of viremia and clinical episodes of fever, anemia, edema,
thrombocytopenia, and various wasting symptoms [76]. Blood
from persistently infected horses is the most important source of
EIAV for transmission.

The mechanical transmission of EIAV by arthropods is gen-
erally accepted as a major factor in the transmission of this virus
[64]. Large hematophagous insects, especially tabanids, which
feed from extravascular sites (i.e., pool feeding) appear to be
the most efficient vectors [63]. But stable flies have also been
reported to be capable of mechanically transmitting EIAV
[44, 52, 56, 110].

4.2 African swine fever virus (ASFV)

African swine fever, a disease of pigs, is caused by a virus
of the genus Asfivirus (Asfarviridae). ASFV was first described
from East Africa in 1921 [86], but subsequently identified in
southern, central, and western Africa [97, 98]. The most recent
outbreak of ASF outside Africa started in 2007 in Georgia and
has spread to neighboring countries. Fever, skin lesion, convul-
sions, and usually death within 15 days (young animals) are the
main symptoms. These signs are often indistinguishable from
those of Classical Swine Fever.
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ASFV persists in nature in a sylvatic cycle of transmission
between wild suids (mainly the warthog, Phacochoerus aethio-
picus) and Ornithodoros moubata ticks, which infest their bur-
rows [129]. The transmission can also occur by per-oral route,
through the ingestion of infected feed [24]. S. calcitrans has
also been shown to be an experimentally competent mechanical
vector. ASFV was transmitted to susceptible pigs by S. calci-
trans infected one hour and 24 h previously and the virus sur-
vived in those flies for at least two days without apparent loss of
titer [80]. The persistence of high titers of virus in stable flies
for periods of up to two days strongly suggests that transmis-
sion should be possible for at least this length of time.

4.3 West Nile fever virus (WNFV)

West Nile Fever is caused by a Flavivirus (Flaviviridae).
WNFV is a zoonotic pathogen that is primarily transmitted
between birds by mosquitoes, but is also transmitted to mam-
mals, including horses and humans [71]. Several species of
Culex mosquitoes are particularly efficient vectors. This virus
is currently the most widely distributed arbovirus in the world,
occurring on all continents except Antarctica [72].

Johnson et al. [66] reported that stable flies were contami-
nated by WNFV through feeding upon American white peli-
cans. Fifty-four percent of abdomens from 67 blood-engorged
flies tested positive for WNFV. Pelican viremia levels from
the blood-engorged fly abdomens revealed that at least one of
the ill pelicans circulated a viremia capable of infecting Culex
mosquito vectors, Stable flies may also be involved in WNFV
transmission within the pelican breeding colony by serving as
either a mechanical vector or as a source for oral infection if
ingested by predators [36].

4.4 Rift Valley fever virus (RVFV)

Rift Valley fever is a zoonotic disease of domestic rumi-
nants and humans caused by an arbovirus belonging to the
genus Phlebovirus (Bunyaviridae). It is widespread in Africa
and has recently spread to Yemen and Saudi Arabia. RVF epi-
demics are becoming more and more frequent in Africa and the
Middle East, probably in relation to climatic changes. Clinical
manifestations vary depending on age and animal species. Ani-
mals usually experience fever with depression, hemorrhagic
diarrhea, bloodstained muco-purulent nasal discharge, and
icterus. Mortality rates may vary from 10% to 95% for newborn
lambs. In pregnant animals, abortions are frequent, ranging
from 5% to 100% [21].

Hoch er al. [59] conducted experimental studies to deter-
mine if hematophagous Diptera were capable of mechanical
transmission of RVFV to laboratory animals. All species tested
(Glossina morsitans, Aedes aegypti, Aedes taeniorhynchus,
Culex pipiens, Stomoxys calcitrans, Lutzomyia longipalpis,
and Culicoides variipennis) mechanically transmitted the virus
to hamsters. S. calcitrans was able to mechanically transmit
RVFV to susceptible hamsters (Mesocricetus auratus) after
probing on infected hamsters with high viral titers. Therefore,
S. calcitrans should be considered a possible mechanical vector
of this virus and may contribute to the rapid spread of an RVF

outbreak because of its close association with domestic animals
that serve as amplifying hosts of RVFV. Other Stomoxys species
present in Africa and elsewhere may also play similar
roles [121].

4.5 Lumpy skin disease virus (LSDV)

Lumpy skin disease, caused by a Capripoxvirus (Poxviri-
dae), is characterized in cattle by pyrexia, generalized skin
lesions (nodules), internal pox lesions, and lymphadenopathy
[69]. Lumpy skin disease was first recognized in Zambia in
1929 and is now endemic in most of sub-Saharan Africa, parts
of North Africa and has also been reported in the Middle
East [27].

S. calcitrans has been shown to mechanically transmit cap-
ripox virus (Yemeni strain) to susceptible hosts (sheep, goat)
under experimental conditions [68, 80]. Lumpy skin disease
virus was detected by isolation from S. calcitrans immediately
post-feeding, and viral nucleic acid was detectable by PCR up
to 24 h post-feeding [22]. Although epidemiological observa-
tions also suggest the role of stomoxe flies in the transmission
of the LSDV [132], a formal demonstration has not yet been
made.

4.6 Bovine herpes virus (BHV)

Bovid herpes virus-2 (BHV-2) (genus Herpesvirus, Herpes-
viridae) infection causes a bovine vesicular and ulcerative skin
disease known as bovine herpes mammillitis (BHM). This is a
localized, painful condition of the teats and udders, usually seen
in first calving heifers. Both BHM and pseudo-lumpy skin dis-
ease (another manifestation of BHV-2 infection) have a sea-
sonal prevalence, and both are thought to be initiated by
biting insects. BHM can only be produced experimentally when
the virus is introduced below the level of the stratum germinat-
ivum of the udder or teat skin, and S. calcitrans has been pro-
posed as a mechanical vector [47, 48]. S. calcitrans fed on
infected blood mechanically transmitted enough of the virus
to infect cell monolayers in an experimental infection [49],
and therefore stable flies are considered a potential mechanical
vector of BHV-2.

4.7 Bovine leukosis virus (BLV)

The ability of tabanids to transmit enzootic BLV (genus
Lentivirus, Retroviridae) has been experimentally demonstrated
[45]. However, the role of stable flies has been investigated but
not yet been demonstrated [14, 46, 126].

4.8 Vesicular stomatitis virus (VSV)

The mechanical transmission of VSV (genus Vesiculovirus,
Rhabdoviridae) has been experimentally shown with stable flies
[39]; but since 1955, no further studies have confirmed this
result [19]. However, a recent study demonstrated the
mechanical transmission of VSV to domestic swine by black
flies [113].
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4.9 Blue tongue virus (BTV)

BTV (genus Orbivirus, Reoviridae) causes an infectious,
non-contagious disease of ruminants, and is transmitted
between its vertebrate hosts by Culicoides (Diptera: Ceratopog-
onidae) acting as a biological vector. Until 2006, BTV existed
around the world in a broad band covering much of the
Americas, Africa, southern Asia, northemn Australia and, occa-
sionally, the southern fringe of Europe. Recently the virus caus-
ing this disease has extended northwards into areas of Europe.
A BTV epizootic in South-Western France in the summer and
autumn of 2008, with a high incidence of new cases, raised
the question about the possibility of BTV transmission not only
by biological Culicoides vectors but also by mechanical vec-
tors. These mechanical vectors would amplify the epizootics
observed, with biological consequences.

Other viruses are also suspected to be transmitted by
Stomoxys such as Classical Swine Fever, African Horse Sick-
ness, Yellow Fever, Foot and Mouth Disease, Myxomatosis,
Bovine Viral Diarthea, and a number of viral Encephalites
(West Equine Encephalitis, East Equine Encephalitis, Central
Equine Encephalitis, Venezuelan Equine Encephalitis, etc.);
however no demonstrations were made so far [73].

5. Bacteria (with the exception of Rickettsia)
5.1 Anthrax

Anthrax is caused by a spore-forming bacterium, Bacillus an-
thracis, and is considered a serious zoonotic disease. The disease
affects animals and humans, inducing pulmonary, gastro-intesti-
nal, or cutaneous symptoms, including a boil-like skin lesion that
eventually forms a typical ulcer with a black center (eschar). It is
often lethal in the absence of treatment. Although B. anthracis
can be found worldwide, anthrax cases usually only occur in a
limited geographic region. Outbreaks are most common in areas
characterized by alkaline, calcareous soil, and in warm environ-
ments with periodic episodes of flooding [62]. Anthrax is partic-
ularly common in parts of Africa, Asia, and the Middle East.
Herbivores usually become infected when they ingest sufficient
numbers of spores in soil or on plants in pastures. Carnivores usu-
ally become infected after eating contaminated meat.

However, B. anthracis infections can also be mechanically
transmitted by stable flies. Schuberg and Kuhn [108] demon-
strated with mice and guinea pigs that infections could be trans-
mitted from sick animals to healthy ones via S. calcitrans.
Schuberg and Boing [107] were able to infect sheep and goats
using S. calcitrans [62]. Stable flies transmitted anthrax, even
when they were held at room temperature for 4 h after exposure
to the bacteremic guinea pig before being allowed to continue
feeding on the susceptible animals. The potential for flies to
mechanically transmit anthrax suggests that fly control should
be considered as part of a program for control of epizootic
anthrax [120].

5.2 Other bacteria

Mechanical transmission by stomoxes has been demon-
strated for Pasteurella multocida (Hemorrhagic Septicemia in
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Buffalo), Erysipelothrix rhusiopathiae (an agent of erysipelas
in animals and erysipeloid in humans), and Francisella tularensis
(responsible for tularemia) [73]. For other bacteria, mechanical
transmission by stomoxes is only suspected: Clostridium perfiin-
gens, Pasteurella multilocida, Brucella abortus, Brucella suis,
Brucella melitensis, Listeria monocylogenes, Leptospira spp.
[73].

Enterobacter sakazakii is an opportunistic food-borne path-
ogen causing meningitis, enterocolitis, and sepsis. Mramba
et al. [87] reported that adult stable flies can carry E. sakazakii
for several weeks and contaminate their food sources with this
pathogen. E. sakazakii was supported during the development
of immature stable flies in sterilized cattle manure and sterilized
artificial medium. In addition, E. sakazakii survived during sta-
ble fly development and colonized the gut of emerging adult
stable flies, which makes stomoxe flies biological vectors of this
bacterium.

Dermatophilus congolensis is a Gram-positive coccobacil-
lary actinomycete that causes an exsudative dermatitis in a vari-
ety of species, most notably in ruminants and horses, although
rare infections occur in cats, dogs, and humans [1, 15]. It has a
worldwide distribution but is more prevalent in the humid tro-
pics and subtropics [133]. Domestic flies (Musca domestica),
and biting insects such as S. calcitrans, Glossina morsitans,
and mosquitoes have been reported to be involved in the trans-
mission of the disease by breaking the skin barrier during feed-
ing and releasing variable amounts of serum and blood which
provide moisture, nutrition, and a suitable microclimate for
the multiplication of D. congolensis. Richard and Pier [100]
successfully infected rabbits through contaminated flies
(S. calcitrans and M. domestica). Macadam [79] saw lesions
of D. congolensis infection on sheep and horses in Sabah and
noted that most lesions were not associated with ticks so he pre-
sumed that S. calcitrans was the main vector.

De Castro et al. [28] reported the existence of 33 distinct
species of bacteria in stable flies. Bacterial species were isolated
from three different segments (cuticle, mouthparts, and abdom-
inal alimentary tract) of stable flies. A total of 161 colonies of
33 distinct species were isolated, such as Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, and S. intermedius. The cuticle was
the segment from where most species were isolated, followed
by the abdominal digestive tract and mouthparts.

6. Rickettsia

6.1 Bovine anaplasmosis

Bovine anaplasmosis caused by Anaplasma marginale
occurs in tropical and subtropical areas throughout the world.
The outstanding feature of clinical anaplasmosis is anemia asso-
ciated with phagocytosis of parasitized erythrocytes.

A. marginale is poorly transmitted but surely amplified by
ticks (Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Dermacentor
andersoni) and many hematophagous diptera are implicated
as mechanical vectors, including S. calcitrans, Haematobia
irritans, and Tabanus spp. [53, 70, 109, 122].

Anaplasma marginale multiplies in the lumen of the tick’s
gut (or Malpighi tubes) and migrates to the salivary glands of
the ticks at adult stage. Thus Anaplasma can be re-injected into
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the host by adult ticks [20]. When there is a massive infestation
of ticks, a large boost in re-injected Anaplasma may lead to
immune failure and can explain why clinical cases of anaplas-
mosis are frequently observed during times of high tick infesta-
tions. However, this does not explain the transmission of
Anaplasma by ticks. Although intrastasial transmission is pos-
sible during the adult stage, it requires the transfer of ticks from
one to another host, which is numerically negligible for female
ticks and occurs at low rate for males of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Thus ticks must be considered amplifi-
ers of the parasitic burden rather than vectors [29]. On the con-
trary, Tabanids and stomoxes are responsible for the mechanical
transmission of Anaplasma through blood-contaminated
mouthparts of biting flies. Scoles et al. [109] provided evidence
that the Florida strain of 4. marginale, which is not transmissi-
ble by ticks, was more efficiently retained in stable fly mouth-
parts than was the St Maries strain, which is tick transmissible.
The mechanical transmission is likely the major route of
A. marginale in certain areas of the USA, Central and South
America, and Africa, when tick vectors are absent.

A survey by Oliveira et al. [94] indicated that the exposure
of cattle to A. marginale is common in dairy herds of Costa
Rica and demonstrated the association between seroprevalence
and presence of tabanids and stable flies. This endemic instabil-
ity situation is probably due to inadequate vector control.

6.2 Other rickettsia

Q fever is a disease caused by Coxiella burnetii in cattle,
goats, sheep, dogs and humans [26]. It can be transmitted
directly by inhalation of dust contaminated by dried placental
material or excreta of infected animals. It can also be transmit-
ted by ticks, which are considered long-term carriers [111].
Livestock is commonly infected and can act as a reservoir. Clin-
ical signs are fever, anorexia, respiratory signs, and abortion.

Flies that feed on the feces, milk, carcasses, or blood of
domestic animals can be infected with Coxiella burnetii [61].
S. calcitrans collected from an elk and cattle ranch were posi-
tive for C. burnetii DNA [90] and should therefore be suspected
as a mechanical vector of this bacterium.

7. Protozoa

7.1 Animal trypanosomes

Animal trypanosomes are major pathogens of livestock in
Afiica, they are mainly transmitted by tsetse flies, and can
induce anemia, loss of milk and meat production as well as
abortion and death. However, not only tsetse flies can transmit
trypanosomes. Mechanical transmission of several Trypano-
soma species has been demonstrated, notably for T vivax,
T. congolense, T. brucei, and T. evansi [31-33, 83, 101]. The
relative impact of mechanical transmission is variable from
one species to another. In the case of 7. evansi, which is respon-
sible for a worldwide disease called surra, and for 7. vivax in
Latin America, mechanical transmission is nearly the only route
of transmission, and is thus very crucial [30, 93]. In their early
series of experiments, Bouet and Roubaud [10] demonstrated

that 7. evansi might not only be immediately mechanically
transmitted by stomoxes, but may also be transmitted with
delays of 24, 48, and even 72 h. These experiments demon-
strated a peculiar capacity of stomoxes for delayed transmission
while compared to tabanids, such delayed transmission has
never been observed.

The clinical signs of surra in most domesticated mammals
and wild animals are characterized by fever and anemia,
enlargement of the lymph nodes and spleen, followed by ema-
ciation, edema, abortion, and cachexia [12]. Mihok ef al. [83]
demonstrated that S. varipes was capable of transmitting
T evansi mechanically to mice in the laboratory. Sumba et al.
[114] studied the mechanical transmission of T. evansi (South
American origin) and T. congolense of Kilifi DNA type
(Kenyan origin) in laboratory mice using the African stable flies
S. niger niger and S. taeniatus. T. congolense, one of the most
important etiologic agents of African Animal Trypanosomosis,
was also transmitted by S. n. niger at low rates and T. evansi
was transmitted by both Stomoxys species at higher rates [114].

Two outbreaks of trypanosomosis caused by T. evansi in
camels occurred in France in 2006 and in Spain in 2008. Both
outbreaks were associated with the import of camels from the
Canary Islands [55]. In France, trypanosomes were observed
in the blood of five camels, three of them were indigenous to
the farm and two had been imported. The parasite was probably
transmitted by tabanids and §. calcitrans, which were abundant
from July to September 2006. No parasites were observed in
other animals on the farm or on neighboring farms, but
some of the sheep on these farms were positive by PCR or
serology [34].

Cuglovici et al. [25] assessed the epidemiological situation
of bovine trypanosomosis caused by 7. vivax in a dairy cattle
herd in Minas Gerais state, Brazil. The highest incidence of
the seroprevalence observed could be correlated with an
increased population of S. calcitrans flies in that region.

7.2 Besnoitia besnoiti

Bovine besnoitiosis is a protozoal disease of cattle caused
by the cyst-forming apicomplexan parasite Besnoitia besnoiti.
This parasite has domestic and wild bovids as intermediate
hosts. Bovine besnoitiosis is clinically characterized by the suc-
cession of three phases: (i) the initial febrile syndrome with
photophobias, epiphora, ocular and nasal discharges, arrest of
rumination, anorexia, increased heart and respiratory rates;
(ii) the second phase with enlargement of lymph nodes, general-
ized edema, and hyperesthesia of the skin and; (iii) the third
phase, i.e. the chronic form, with scleroderma, hyperkeratosis,
hyperpigmentation, and extensive alopecia. Despite the recov-
ery of appetite, weight loss becomes more marked, and death
can occur in about 10% of cases [65, 77]. Bovine besnoitiosis
had been previously described in Africa, the Middle East, and
Europe, and was deemed to be an emergent disease in the
1990s in European countries such as Spain, Portugal, France,
Italy, and Germany [104]. The life cycle of B. besnoiti remains
a mystery: the definitive host is unknown and the transmission
routes are poorly understood. B. hesnoiti is thought to be trans-
mitted mainly by hematophagous insects [65].
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Mechanical transmission of B. besnoiti by Stomoxys has
been demonstrated [8, 78] and the existence of blood-sucking
flies could be a risk factor for the rapid spread of the disease.

A long-term investigation was performed in a dairy cattle
farm localized in an enzootic area of besnoitiosis of South-
western France between March 2008 and May 2009. The sero-
prevalence determined by Western blot in a cohort of 57 ani-
mals continuously present during the whole survey increased
from 30% in March 2008 to 89.5% in May 2009. New positive
B. besnoitia seroconversions occurred throughout the year with
the highest number in spring. In addition, many seroconver-
sions were reported in the two months before turn-out and
could be associated with a high indoor activity of S. calcitrans
during this period [77].

7.3 Other protozoa

Berberian [6] successfully transmitted Leishmania tropica
by the bites of Stomoxys calcitrans. But to our knowledge, this
experiment has never been repeated, and there is no epidemio-
logical evidence that this occurs in the nature.

8. Helminths

8.1 Habronema microstoma

Habronemosis caused by the nematode . microstoma is
considered to have a global distribution. Musca domestica
and S. calcitrans were found to act as intermediate hosts for
H. microstoma [130]. The competence of S. calcitrans as a vec-
tor of H. microstoma was demonstrated by the discovery of
nematode DNA in different anatomic parts (heads, thoraces,
and abdomens) of both field-collected and laboratory-reared
flies [119]. The adults of H. microstoma occur on the horse
stomach mucosa under a layer of mucus and can cause inflam-
mation of the mucosa, followed by digestive disturbances or
even chronic gastritis and ulceration. Ovoviviparous females
of Habronema release embryonated eggs which pass into the
feces. The embryonated eggs or the larvae that hatch in the fecal
mass are ingested by maggots (Musca or Stomoxys larvae),
within which they develop to the infective L3 stage. The infec-
tive stage is reached when the stable fly imago emerges from
the puparium. The infective larvae are deposited on the nostrils,
lips, eyes, or wounds of the host when the stable flies feed. Lar-
vae deposited around nostrils and lips are swallowed and
mature in the stomach of host. Gastric habronemosis is charac-
terized by a chronic catarrhal gastritis with symptoms of vary-
ing degrees of severity, such as anorexia/dysorexia, digestive
disorders, diarrhea, progressive weight loss, ulcers, and post-
prandial colics [119]. Larvae deposited on mucous membranes
(vulvae, prepuce, eye) or on injured tissues cannot complete
their life cycle; however, they induce a local inflammatory reac-
tion with strong eosinophilia causing cutaneous ‘‘summer
sores” and/or ophthalmic habronemosis [118, 130].

8.2 Other helminths

Mechanical transmission by stable flies is also suspected for
the nematodes Dirofilaria repens (which induces subcutaneous

nodules in cats and dogs) [73], Dirofilaria roemeri (which
induces subcutaneous nodules in wallabies and kangaroos),
and Onchocerca gibsoni (subcutaneous filaria).

Associated with the dispersion of stable flies, the dissemina-
tion of pathogenic agents carried on their cuticle can also be
important. Stable flies can disseminate microorganisms to many
places and materials, including food for animals. They have the
ability to be a mechanical vector for pathogens due to their
feeding habits, as well as their great flying capacity, which
may be up to 29 km in 24 h according to laboratory flight mill
studies. However, field dispersal studies showed that the flies
would travel at least 3 km after 6 days in search of a blood meal
[2]. Adult stable flies in a given area are most likely to have
originated from larval development sites within a 5 km radius
of the subject cattle [117].

9. Control measures of Stomoxys flies

Many types of control methods have been tested for stable
flies, including insecticides, biological controls, baits, and ster-
ile insect technique [9, 16, 17, 40, 54, 67, 82, 84, 99, 116].

As no single control method is effective in controlling sta-
ble fly populations, the use of several vector management strat-
egies for the control of the stable flies is highly recommended.
Integrated vector management relies on three tactics for suc-
cessful suppression of stable flies: sanitation, biological, and
chemical controls [7, 75, 96, 128].

Sanitation is the most important method for reduction of
stable fly populations in livestock farms. Most common larva
sites are piles of decomposing vegetative material or manure,
old manure under fences, and poorly drained areas. In confined
animal facilities, the highest priority should be to eliminate sta-
ble fly breeding sites as much as possible.

Pupal parasitoids in the family Pteromalidae (Hymenoptera)
such as Spalangia spp. have a high potential for the biological
control of stable flies [112]. The parasitoid wasps lay their eggs
in immature stable flies. The resulting wasp offspring feed on
the stable fly maggot or pupa and eventually kill it. The immature
parasitoid wasps will then develop into an adult, emerge from the
fly pupa, and repeat its life cycle. Although parasitoid wasps offer
some measure of control they do not produce immediate results,
Therefore, biological control should not be used alone, but in con-
cert with other methods, such as sanitation.

Many different traps have been used to both survey and
control the fly population [57, 116]. Stable flies are attracted
to certain olfactory stimuli such as carbon dioxide, ammonia,
and phenylpropanoid compounds [50]. They are also attracted
to visual stimuli such as fiberglass Alsynite which reflects near
UV light [9], and the blue-colored fabrics used in insecticide
impregnated screens [51] or in the Nzi and Vavoua traps [82].

Experiments are now performed to evaluate the association
of the ATSB (Attractive Toxic Sugar Bait) method [5, 89] with
attractive devices to control flies. The objective is to take advan-
tage of the materials stable flies are attracted to (blue fabric or
Alysnite) and sugar bait with insecticide to kill them.

Experiments are also performed to identify and evaluate
the efficiency of potential repellents to protect domestic animals
[3, 58, 134, 135].
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Table 1. Disease agents associated with Stomoxys spp.

Disease agent Geographic occurrence Transmission Association® References
Viruses
Equine infectious anemia virus Worldwide Mechanical Experimental and natural [44, 56, 110]
(EIAV) transmission, isolation
African swine fever virus (ASFV) Africa, Sardinia (Italy) Mechanical Experimental transmission [80]
West Nile Fever virus (WNFV) Worldwide Mechanical Experimental transmission, [36, 66]
isolation
Rift Valley Fever virus (RVFV) Africa, Middle East Mechanical Experimental transmission [59]
Lumpy Skin Disease virus (LSDV) Africa, Middle East Mechanical Experimental transmission, [22, 68, 80]
isolation
Bovine Herpes Virus (BHV) Worldwide Mechanical Experimental transmission [49]
Bovine Leukosis Virus (BLV) Worldwide Mechanical Experimental transmission [14, 46, 126]
Vesicular Stomatitis Virus (VSV) America Mechanical Experimental transmission [39]
Bacteria
Bacillus anthracis Worldwide Mechanical Experimental and natural [107, 108]
transmission
Pasteurella multocida Worldwide Mechanical Experimental transmission [92]
Erysipelothrix rhusiopathiae Worldwide Mechanical Experimental transmission [127]
Francisella tularensis North America, Europe, Mechanical Experimental transmission [95, 125]
northern Africa, Middle East,
Asia
Enterobacter sakazakii Worldwide Biological and Natural transmission, isolation, [87]
mechanical and development.
Dermatophilus congolensis Worldwide Mechanical Experimental and natural [100]
transmission
Rickettsia
Anaplasma marginale Worldwide Mechanical Experimental and natural [94, 109]
(Tropics and subtropics) transmission, isolation
Protozoa
Trypanosoma evansi South America, North Africa, Mechanical Experimental transmission [10, 83, 114]
Asia, Europe
Trypanosoma vivax South America, Africa Mechanical Experimental transmission [83]
Trypanosoma brucei Africa Mechanical Experimental transmission, [83, 85]
isolation
Trypanosoma congolense Africa Mechanical [114]
Besnoitia besnoiti South America, Europe, Mechanical Experimental and natural [8, 77, 78]
Africa, transmission
Middle East, Asia
Leishmania tropica North Africa, Middle East, Mechanical Experimental transmission [6]
Asia
Helminths
Habronema microstona Worldwide Biological Experimental transmission, [119, 130]

isolation, and development

“Association between disease agents and stomoxes is described as follows: isolation (agent isolated from stomoxes), development (as if stomoxes
were natural intermediate host), experimental transmission (transmission of agent by unnatural mode of infection or to unnatural host), and natural
transmission (transmission of agent from one natural host to another by exposure to stomoxes) according to Krinsky (1976) [73].

If a stable fly problem persists, an insecticide can be used.
Many compounds are available to suppress adult and larval sta-
ble fly populations. Insecticides applied as residual sprays, such
as permethrin, have been applied to the sides of buildings where
adult stable flies congregate. However, the persistence of resid-
uals is not predictable over time. Sublethal exposure levels may
be found less than one month after application [60] and some
stable fly populations have already shown a high degree of
resistance [102].

Regardless, integrated pest control should be adapted to the
specific conditions of each farm, medium, area, and should be
established with synergistic procedures, to get the maximum
benefit, as was suggested in La Réunion [11].

10. Conclusion

Table 1 is a summary of the evidence available for incrim-
inating stomoxes as mechanical or biological vectors of the
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disease agents discussed in this review. Few studies involving
natural transmission or isolation of a pathogen from wild sto-
moxes have been done. That’s why the evidence for consider-
ing stomoxes as natural vectors of some of these pathogens is
meager. Nonetheless, because of their feeding habits, stomoxes
are regarded as important potential mechanical vectors of vari-
ous microorganisms. It is highly recommended that future
research takes these questions into account. In vitro feeding
of Stomoxys on membranes where they are allowed to pick
up infectious disease agents, subsequent study whether the flies
remain infected, where the infection retains through dissection
and PCR of parts of the flies, are made possible thanks to breed-
ing facilities. Due to its epidemiological importance, the mech-
anisms of regurgitation of blood by stable flies and its
frequency should be further analyzed.

Recent studies carried out on trypanosomes in cattle have
shown and quantified the role of tabanids in mechanical trans-
mission. They allowed to develop mathematic model for risk
assessment and to predict impact and evolution of prevalence
under various circumstances [31-33]. Implementation of
research projects on quantitative experimental studies on the
capacity of stomoxes for transmission of parasites like Trypan-
osoma evansi, Besnoitia besnoiti, and the Blue Tongue Virus/
BTV, including immediate/delayed transmission, artificially/
naturally interrupted blood feedings, study of behavioral modi-
fications and interactions host/insects, in contention/semi-liberty
conditions, with a study of the behavioral modifications of
hosts and vectors, in rodents, cattle, or sheep, should allow to
develop a mathematical model of transmission of pathogens
by stomoxes. The integration of diffusion models of pathogens
by hosts (inter-herd transmission) with a synthetic model of
transmission by biting insects (intra-herd transmission) will
allow generating a global model of diffusion-transmission of
pathogens aiming at evaluating risk and predicting disease
spreading and prevalence evolution.

We hope that the information given in this review will stim-
ulate more research on vector competence and capacity and on
control of those Stomoxyine flies.
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Table A. Disease agents associated with tabanids (updated from Krinsky 1976) [1]

Disease agents Vectors Geographic Transmission  Association® References
occurrence
Viruses
Equine infectious anemia virus Tabanus spp., Hybomitra spp., Worldwide Mechanical Experimental and natural ~ [2-6]
Chrysops spp. transmission; Isolation
Bovine leukosis virus Tabanus spp. Worldwide Mechanical Experimental and natural ~ [7-10]
transmission
Bovine viral diarrhea virus Haematopota pluvialis Worldwide Mechanical Natural transmission [11]
Hog cholera virus Tabanus spp. Worldwide Mechanical Experimental [12]
transmission
Vesicular stomatitis virus Tabanus spp., Chrysops spp. America Mechanical Experimental [13]
transmission
Rinderpest virus Tabanus orientis Eradicated Mechanical Natural transmission [14]
worldwide in 2011
California encephalitis viruses Hybomitra lasiophtalma, North America Unknown Isolation [15.16]
Chrysops spp.
Western equine encephalitis virus  Tabanus nigrovittatus North America Unknown Isolation [17]
Tick-borne encephalitis virus Tabanus flavicornis Asia and Europe Unknown Isolation [18]
Influenza virus Atyvlotus agrestis Worldwide Unknown Isolation [19]
Bacteria/ rickettsia
Anaplasma marginale Tabanus spp., Chrysops spp. Worldwide (tropics, ~Mechanical Experimental and natural ~ [20-27]
subtropics) transmission; Isolation
Francisella tularensis Chrysops spp., Tabanus spp., Northern Mechanical Experimental and natural ~ [28-33]
Haematopota spp. hemisphere transmission; Isolation
Bacillus anthracis Tabanus spp., Haematopota Worldwide Mechanical Experimental and natural ~ [34-36]
pluvialis, Chysops spp. transmission. Isolation
Borrelia burgdorferi Chrysops spp., Hybomitra spp.,  Northern Unknown Isolation [37]
Tabanus spp. hemisphere
Coxiella burnetii Tabanus staecgeri Waorldwide Unknown Isolation [38]
Clostridium chauvoei Tabanus rubids Worldwide Mechanical Experimental [39]
transmission
Pasteurella multocida Tabanus spp., Chrysops dispar ~ Worldwide Mechanical Experimental [40]
transmission
Brucella spp. Haematopota spp., Hvbomitra Worldwide Mechanical Experimental [41]
solstitialis, Tabanus spp., transmission
Heptatoma pellucens
Listeria monocytogenes Haematopota pallens, Worldwide Mechanical Experimental [42,43]
Hybomitra spp., Tabanus spp. transmission
Erysipelothrix rhusiopathiae Haematopota pluvialis, Worldwide Mechanical Experimental [44]
Tabanus bromius, Heptatoma transmission
pellucens
Ehrlichia risticii Chrysops vittatus, Tabanus spp.  North America Mechanical Experimental [45]
transmission
Protozoa
Besnoitia besnoiti Tabanus taeniola, Atylotus South America, Mechanical Experimental and natural [46]
nigromaculatus, Tabanocella Europe, Africa, transmission
denticornis, Haematopota spp. Middle-East, Asia
Trypanosoma evansi Tabanus spp., Haematopota South America, Mechanical Experimental and natural ~ [47-58]
spp.. Chrysops spp., North Africa, Asia, transmission
Ancala spp., Atvlotus spp. Europe
Trypanosoma vivax Tabanus spp., Atviotus spp., South America, Mechanical Natural transmission [59-64]
Cryptotylus unicolor Africa
Trypanosoma theileri Haematopota spp.. Tabanus Worldwide Mechanical Experimental and natural [65-71]
spp.. Hvbomitra spp. and biological  transmission; Isolation
and development
Trypanosoma equiperdum Atvlotus tomentosus Worldwide Mechanical Experimental [72]
transmission
Trypanosoma brucei Atvlotus nemoralis, Tabanus Africa Mechanical Experimental [72,73]
spp.. Haematopota spp. transmission; Isolation
Trypanosoma congolense Atylotus agrestis Africa Mechanical Natural transmission [59]
Haemoproteus metchnikovi Chrysops callidus Worldwide Mechanical Experimental [74]
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and biological

transmission; Isolation
and development



Filarial nematodes

Loa Loa Chiysops spp. Central Africa Biological Experimental and natural ~ [75-83]
transmission; Isolation
and development

Elaeophora schneideri Hybomitra spp., Tabamus spp. North America, Biological Experimental [84-87]
Europe transmission; Isolation
and development
Dirofilaria repens Haematopota variegata Africa, Asia, Biological Development [88]
Europe
Dirofilaria roemeri Tabanus spp., Dasybasis spp. Australia Biological Experimental [89]

transmission; Isolation

and development
*Association between disease agents and tabanids is described as follows: isolation (agent isolated from tabanids), development (as if tabanids were natural
intermediate host), experimental transmission (transmission of agent by unnatural mode of infection or to unnatural host), and natural transmission
(transmission of agent from one natural host to another by exposure to tabanids) according to Krinsky [1].
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Annexe 3. Clé d’identification des Tabanidae de France (d’apres
Chvala et al. 1972)
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Tabanidae de France
Clé des genres et des espéces d’apreés Chvala ef al. (1972)

Sous-familles et genres

1

Présence d'épines apicales sur les tibias postérieurs ; vertex habituellement avec des ocelles

fonctionnelles SUT UN TUDETCULE .......ccuiviiviiiiiiiiit ettt sttt s e bt es e eb b e bes et nesseeren 2
Absence d'épines sur les tibias postérieurs ; absence d'ocelles fonctionnelles, vertex avec au plus une
DOSSE OCELLAIIE ...ttt et e b et b et bbb ea e s 5

Flagellum de 'antenne composé de 7 a 8 segments, segment basal du flagellum (=segment 3) mal
différencié des segments suivants ; labelles trés petits et étroits, proboscis remarquablement long, plus
long que la hauteur de la téte (sous-famille des Pangoniinae) .. e GRGORTHS

Flagellum composé de seulement 5 segments, les 4 derniers segments etant ncttement plus courts et
plus étroits que le segment basal ; labelles plutot larges et enflés, occupant 1/3 de la longueur du
proboscis, proboscis beaucoup plus court (sous-famille des Chrysopsinge) ..........cocooeviviniiiiininens 3

Segments 1 et 2 de l'antenne longs et fins, environ de longueurs égales ; face avec des calli faciaux et
genaux distincts, ou au moins des calli faciaux légérement développés ; ailes avec des motifs marron
.................................................................................................................................................... Chrysops
Segment 2 de l'antenne nettement plus court que le segment 1 ; face sans calli ; ailes claires

Segment 1 de I'antenne long et fin, segment 2 raccourci mais environ 2 fois aussi long que large ;
espéce essentiellement grise ; présence d'un point central ou d'une bande isolée sur les yeux (quand

PRIACHER Y usonsemruvemmmsssmesisses sirssmisssm s o s o T 9 S A SR SR S E Nemorius vitripennis
Segment 1 de l'antenne court et gros, segment 2 trés court, aussi long que large ; espeéces
essentiellement jaunes ou jaune-marron avec des yeux tachetés (quand relachés) ...........ccceeuenee. Silvius

Flagellum de l'antenne composé de 5 segments, le segment 3 étant une fusion de 4 segments

flagellaires et possédant une dent dorsale plus ou mois développée, parfois fortement recourbée ........ 6
Flagellum de l'antenne composé de 4 segments, le segment 3 étant une fusion de 5 segments
flagellaires et ne possédant pas de dent dorsale (a I'exception de GIAUECOPS) ...covvrvveueieiceniniiiriiene 11

Basicosta nu ; especes plutdt robustes avec un abdomen large et aplati ; tubercule ocellaire absent ..... 7
Basicosta avec des soies ; espéces de taille variable avec un abdomen plutét allongé (a I'exception de
Therioplectes) ; tubecule ocellaire parfois dEVElOPPE ........c.cvveeriririniiceerce e 8

Yeux nus ; chez la femelle, calli frontaux joints en fome de quille ; ailes toujours claires ; espéces avec

un:abdomen: Jaune-tArLON: A MATTOTEIOLE s susiisssasssissssssissismssssonsme sivsssasssssiasssisssens sissiasons Philipomyia
Yeux souvent pubescents a l'echelle microscopique ; calli frontaux bien développés ; especes
essentiellement noires avec les ailes plus ou moins fumées ...........c.ccocviviiiiiiiiiinninns Dasyrhamphis

Yeux jaune clair a gris-vert pale chez les individus frais, avec habituellement une bande incompléte
étroite ou non bandés ; yeux clair a rouge-marron chez les individus secs ; chez la femelle, calli
frontaux réduits, trés petits voire absents ; espéces généralement petites, gris clair a jaune-marron
...................................................................................................................................................... Atvlotus
Yeux vert brillant & rouge-marron foncé chez les individus frais, avec 1 & 4 bandes ou non bandés ;
yeux noirs ches les individus secs ; chez la femelle, calli frontaux bien développés ; especes foncées
ou claires, de tAIlle VATIADIE ......cc.oiiiiieiiiis ittt te e st ebe e b st e sas s e esar e e ebesssbessansessnesaeseas 9
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10

Tibias postérieurs trés gros et avec de trés nombreuses soies blanches ; yeux pubescents, non bandés ;

espeéce grande, noire avec des COULEUTS VIVES ....oooiiiiiiiininie e Therioplectes gigas
Tibias postérieurs fins et jamais avec autant de soies blanches ; espéces petites a grandes,
habituellement uniformément noires, grises ou rouge-marron, rarement avec des couleurs vives ...... 10

Souvent présence d'un tubercule ocellaire bien développé et brillant ; yeux plus ou moins pubescents,
avec habituellement 3 bandes ; espéces essentiellement noires, souvent avec des marques latérales

rouge-marron trés nettes sur les tergites antérieurs .................. TR e TR v Hybomitra
Absence de tubercule ocellaire, yeux nus (a I'exception du groupe guatuornotatus) avec 1 a 4 bandes
ou non bandés ; espéces grises a marron, de taille variable (voir aussi Glaucops) .........cc....... Tabanus

Ailes avec des motifs gris-marron trés distincts composés de petits points et de rosettes... Haematopota
Alles claires, SanSs AUCUN MOTIT ........oiiiiiiiieie et iee e e e etae s e eesseessessesaessessessessesssesssseesesaassnsesnnes 12

Antennes trés longues et trés fines, 2 fois plus longues que la profondeur de la téte ; flagellum avec le
segment basal mal différencié des 3 derniers segments ; antennes apparement  séparées en 6

SEZMents ............ R o . T s H1EPIGTOMA pellucens
Antennes courtes comme les Tabaninae, partle basale du premier segment avec une dent dorsale
distincte ; derniers segments flagellaires courts, gros et indistinctement séparés ....... Glaucops hirsutus

Fig. 3. Base of wing in: a. Limata capensis (Tribe Diachlorini) and b. Tabanus taeniola
(Tribe Tabanini), 1 = basicosta, 2 = costa, 3 = tegula. (Redrawn after Oldroyd, 1954).

Fig. 2. Ant of Tabanidae, a. P, ius micans Meig., b. Chrysops viduatus (F.), c.
Hybomitra distinguenda (Verr.), d. Ha pota pluvialis (L.), e. Hept pellucens
(F.).

2
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Pangoniinae

Pangoniini

Pangonius

2(1)

3(2)

4(1)

Flagellum élargi a la base, les 2 segments basaux courts, moins longs que larges et nettement plus
larges que les segments suivants ; espéces généralement noires, avec seulement des marques
latérales marron sur les premiers segments abdominaux (sous-genre Melanopangonius) .................. 2
Flagellum moins ¢largi a la base, les 2 segments basaux au-moins aussi longs que larges et non
différenciés des segments suivants ; espéces habituellement avec un abdomen plus ou moins marron,
ou noir avec des soies claires densément réparties (SOUS-gENre Pangonits) ......ccccoevevvveerveeverenennccnns 4

Abdomen entiérement noir brillant sans tache latérales marron ; espéces généralement grandes, 15-
DI, csvvimimusnsomamsousvssvovmssmies s oo s s 8 S 0 4 AT SN ST 3
Abdomen noir brillant, 3 premiers tergites avec des petites taches latérales marron-rouge ; ailes
légérement et uniformément fumées ; espéces généralement plus petites 15,5-16mm
T T L U R S e A griseipennis

Ailes fumées jaune-marron ou presque claire avec des veines marron, calypters jaune clair ; antennes
surtout marron-rouge ; partie inférieure de la téte, thorax et une partie de I'abdomen couverts de soies
gris claire; fémurs marron chez la femelle ... micans
Ailes fumées marron foncé avec des veines marron foncé ; antennes noires, au plus segment 3
légérement marron a la base ; fémurs noirs dans les 2 sexes ... haustellatus

S,

Fig. 7. Pangomias (Melamopangonias] micans Mcig, a female feoes, b fcmalc andcnms,  Fig. 8. Pangonius (Melamopangonina] hawstellstws (F). a. femsle froms, b femole
<. male anenon, . female head in luieral vicw: antenn, ¢. male antenna, d. female head in {ateral view.

Face entierement brillante, noire ou marron foncé, sans aucune trace de duvet gris (groupe pyritosus)

S T S T S S e obscuratus
Face plus ou moins couverte d'un duvet gris, au moins sur le tiers ou le quart basal (groupe
mauritanus) mauritanus

/4
/Lt

Fig. 11 Pangonius (F) fulvipes Ly, 2. female frons,

e, . e bt s el ek b. female antenna, ¢, male an- g 15 Pangoniny (P,) mauritamus (L), female, 3. frons, b. anienns, <. head in lateral

view.
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Chrysopsinae

Chrysopsini
Chrysops
1 Pattes, y compris les tibias, entiérement noires (groupe sepulcralis)
- Pattes avec au moins les tibias pOStETIEUTS MATTOM .........oiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieie ettt
2 (1) Face et front uniformément noir brillant, abdomen essentiellement noir .........c.ccceevvevnvenn. sepulcralis
- Face et front jaunes ou gris avec des calli nettement brillant .. ............ccooiiiviiviiiiiiiiniiiiiieees 3
l b/ ' ¢
s ;
c d
Fig. 23. Chrysops (C.) sepulcralis (F), female, a. frons, b. antenna, ¢. face, d. abdemen.
3 (2) Aile avec une tache apicale trés étroite, atteignant a peine la veine R4 ; tergite 2 avec un motif noir en
forme de « V » inversé trés ouvert, non relié au tergite 3, tergites suivants avec des bords jaunes nets
SOT 188 MATFES POSTCTICUTS ovsiorsvsusismmssmonvvsss s msssssvm s Ios e s e SRS SRS R S e eE divaricatus
- Aile avec une grande tache apicale, occupant presque les 3/4 de la veine R4 ; tergite 2 avec un motif
noir en forme de « V » inversé, relié¢ au tergite 3 en dessous, tergites suivants surtout noirs sans
B S D e R A R T R R R T S RS caecutiens
Fig. 25, Chrymps (C) divericatus L
tenna, d. female abdomen, ¢ male al
4 (1) Cellule discale fumée, au plus zone centrale hyaline mais peu nette

Cellule discale avec zone centrale claire (groupe italicus)
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5(4) Tergite 2 jaune avec une ou deux taches noires au milieu ; cellule anale fermée, ailes claires avec des

motifs marron Nets (PTOUPEFRIICHRY cuuamssammiomumsmmasm s o e i B s s saas 6
- Tergite 2 avec les cotés sombres et un triangle médian gris ; ailes teintées de marron avec des motifs
IATEGT DU NS O DS P TDES ) s srass s s om0 5 s o s T Va3 T PR A S R s rufipes

Fig. 32. Chrysops (C.) rufipes Meig., a. female face, b. female frons, c. female antenna,
d. female abdomen, . male palpus, f. male head from above.

6(5) Tergite 2 avec une petite tache noire, carré ou ovale, au milieu prés de la marge antérieure ; aile avec
une grande tache apicale , occupant les 3/4 de la veine R4 ... viduatus
Tergite 2 avec deux grandes taches noires, habituellement de forme triangulaire .........cceeevvviinn 7

¥ig. 2i. Cheysops (C.) vidwatun (K), a. emale face, b. female frans. . female antenns
o female abdomen, e male sbdomen, |, male proborcis and palpus

7(6) Tergite 2 avec deux taches noires reliées antérieurement et touchant la marge antérieure ; aile avec

une grande tache apicale occupant presque toute la veine R4........cooeoviiicnniniiincis e relictus
- Tergite 2 avec deux taches noires trés séparées, ne touchant pas la marge antérieure ; aile avec une
tache apicale moins grande, occupant au plus la moitié de la veine R4 ............... parallelogrammus

. Fig. 30. Chrysops (C.) pavallelogrammus Zell,, a. female frons, b. female face, ¢ female

Fig 28, Chrysaps {1
antenna, d. male abdomen, e female abdemen

d. mate proboscis an
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8 (4) Grands calli faciaux, largement reliés au callus rostral et grands calli génaux

- Petits calli faciaux, séparés des marges oculaires et seulement reliés de facon peu nette au callus

rostral, si présent ; habituellement, pas de calli génaux .............oooviiiiiiiiiiiieniiiniinn, connexus

Fig. 36, Chrysops (C.) connexus Lw., female. a. frons, b. face, c. antenna, d. abdomen

9 (8) Aile avec une petite tache apicale occupant 1/3 a 1/2 de la veine R4 ; tergite 2 avec deux petites
taches noires plutot perpendiculaires ; especes petites, 6-9MM ....cccoerivciiiiiircncnnceencene flavipes

Aile avec une grande tache occupant les 3/4 de la veine R4 ; tergite 2 avec deux grandes taches

noires, plutdt obliques, dirigées vers les coins postérieurs du tergite ; espéces grandes 8,5-

......................................................................................................... italicus

. Jd
Fig. 34, Chrysops (C.) flaviper Mcig., a. female frons, b. female face, c. female antenna,

i B e Fig. 85. Chrysops (C.) itakicus Meig., a. female face, b. female {rons, ¢. female antenna,
d. female abdomes, ¢. male abdomen
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Nemorius
Nemorius vitripennis

Fig. 43. Nemorius Rond,, a. female antenna of vitripennis (Meig.), b. female antenna
of caucasicus (Ols), c. female frons of vitripennis (Mcig.), d. female frons of caucasicus
(0ls.), ¢. male antenna of vitripennis (Meig.), f. male palpus of same, g. female abdomen
of same.

Silvius

- Abdomen couvert dorsalement de soies courtes et foncées lui conférant un aspect marron et formant
distinctement des triangles médians jaunes ; antennes longues, segments terminaux du flagellum au
moins aussi longs que le segment 3 ; male avec une rangée de longues soies noires densément fixées

sur le vertex ........cceen. algirus
- Abdomen unicolore jaune-marron ; antennes courtes, segments terminaux du flagellum plus courts
que le segment 3 ; male avec une rangée de courtes soies claires a foncées sur le vertex ....... alpinus

—vi -

Fig. 39. a~d. Siluius algirus Meig. and e-i. Sitvius alpinus (Scop.) a. female frons, b
male antenna, <. female antenna, d. female palpus, c. male antenna, f. female antenna,
g female frons, h. male palpus, i. female palpus.
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Tabaninae

Tabanini
Atylotus (femelles)
1 Yeux distinctement pubescent méme si les S01eS SONT COUITES ....oovrveirrerirviereenenenaineneneereieesreniens 2
- Yeux nus, quelques soies minuscules peuvent Etre ObDSEIVEES ....cvcvveveveeieeeesereece e s seeeeenns 5
2 (1) Petite espece grisatre, au plus 11mm de 0N ....ococvvviiiiiiiiiiieic e 3
- Espece plus grande, environ 14 mm de LoNg ..o 4
3(2) Frontlarge (1 :2,5), vertex avec une rangée de longues soies noires ; palpes épais, 2,5 fois plus longs
QUE TATZES ottt ettt er b et en e ebe bt sneebeesssbe e ssesneeneennens SUDIURATICOTRES
- Front plus étroit (1 : 3-3,5), vertex avec seulement des petites soies noires ; palpes plus fins, 3 fois
plus longs que larges plebejus
Fig. 78. Atylotus sublunaticornis [Ze‘ll.). a. female frons, b. female antenna, c. male
antenna, f. female palpus, e. male palpus.
Fig. 79. Atylotus plebejus (Fall), a. female [rons, b, female antenna, ¢. male antenna,
. female palpus, e. male palpus.
4(2) Vertex avec des petites soies claires ; segments basaux des antennes avec des poils noirs
. latistriatus
= Vertex avecune:rangée de longues S0ies Claires ...t iiii agricola
a
Fig. 80. Atylotus latistriatus (Brau.), a female frons, b. female antenna, c. male an-
tenna, d. female palpus, ¢. male palpus.
5(1) Vertex avec seulement des petites S0IES CIAIIES .. .ovivciciieirircieee e e 5
- Vertex avec une rangée distincte de longues soies claires ; abdomen avec une large bande noire
médiane et dorsale ........ Savoguttatus

Fig. 85. Atylotus pallitarsis (Ols.), femalc, a. frons, b. antenna, c. palpus.
Fig. 86. Atylotus flavoguttatus (Szil.), female, a. frons, b. antenna, c. palpus.

8
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6(5) Espece jaunatre a jaune-marron avec des soies dorées a Jaune-marron .........ccceveveeserereeresueseeresnesnenes 7
- Espéce prise avec des soies Srises d argentees: ..o i s issiiissaiisim 8

7(6) Espece marron-jaune a marron clair ; calli frontaux trés petits, parfois peu visibles ; troisieme
segment des antennes aussi 1ong qUE 1aTZE ....covviiiiiiiininii e JUIVUS
- Espéce surtout jaune-dorée avec des calli frontaux bien développés ; troisieme segment des antennes

1S S NIRRT T s loewianus
Fig. 81. Atylotus fulvus (Meig), a female frons, b, female antenna, ¢. male antenna, Fig. 82. Atylotus loewianus (Vill), 2. female frons, b. female antenna, c. male antenna,
4. female palpus, c. male palpus. d. female palpus, . male palpus.
8 (6) Fémurs entiérement gris foncé avec seulement les apex jaunétres ; front large (1:3,5-4) ........ rusticus
- Fémurs jaunatres a jaune-marron, parfois grisatres a la base ; front étroit (1:4-5) ............ quadrifarius

Fig. 83, Atylotus rusticus (L), a. female frons, b. female antenna, c. male antenna, d.

Fig. 84. Atylotus quadrifarius (Lw.), a. female frons, b, female antenna, c. male antenna,
female palpus, ¢ male palpas.

d. female palpus, ¢. male palpus.
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Glaucops

Glaucops hirsutus

Fig. 135. Glaucops hirsutus (Villers), a. female {rons, b. female antenna, c. male antenna,
d. female palpus, e. male palpus.

Hybomitra (femelles)

2(1)

3(2)

Pattes noires unicolores ; espéces moyennes Noires (ZroUPE GlerFilia) .........ccccuuneaiereaverieareesesenaens 2
Pattes bicolores avec au moins les tibias postérieurs marrons ; espéces marron-rouge ou gris-noir
.............................................................................................................................................................. 5
Subcallus noir brillant ; antennes et palpes foncés ; abdomen noir avec des motifs gris mal définis,
tetpite 2 latoeriient pris Sut IESFE0IES unmmmmmansimsn s T micans
Subcallus poudré d'un gris terne ; abdomen avec des soies pales sur les marges postérieures de tous
les tergites ou entiérement noir sans taches grises sublatérales ........ ... 3

Fig. 46. Hybomitra macens (Meig.), a. female frons, b, male {roms, c. female palpus,
d. male palpus, c. fcmale antenna, {. male anteana,

Tergites avec des soies jaunes dorées plus ou moins nettes sur les marges postérieures .......... auripila
Tergites entiérement sombres avec des soies de la méme couleur, ou avec des soies grises peu nettes
sur le milieu ou sur les cOtés des Marges POSLETIEUTES . .....c.oveeuirierieriirie et ee s se e eeseneens +

Fig. 47. Hybomitra awripila (Meig), a. female frons, b. male frons, c. female palpus,
d. male palpus, e. female antenna, {. male antenna.

10
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4(3)

5(1)

6(5)

7(6)

Palpes foncés de largeur constante avec des soies noires ; face avec des soies noires, bases des

antennes hautes ; présence d'une tache foncée distincte a la base de la veine R4 ................... aterrima
Palpes jaune-marron plutot épais a la base avec des soies pales ; face avec essentiellement des soies

pales ; bases des antennes étroites ; absence de tache foncée a la base de la veine R4 .......... caucasica

Fig. 48, Hybormitra aterrime (Meig ), a. female frous, b. male froms, ¢ female palpus Fig. 49. Hybomitra caucasica (End ), a. female frons, b. male froms, e. female palpus,
d. male palpus, e female antenna, I, male antenoa. A male palpus, e female antenna, f. male antenna

Front trés large (1:1,5-2) ; abdomen trés large et aplati, gris clair, avec trois bandes marron
longitudinales (groupe vittata) ...... vittata
Front souvent plus étroit (au plus 1:2
forme que les Tabaninae, jamais aplati

Fig. 77. a~c. Hybomitra vitiata (F.) and d-1. H. macularis (F), a and d. female frons.
band c. female palpus, ¢ and {. female antenna.

Haltéres marron a marron foncé, ]égérement pale au bout ; yeux plus ou moins pubescent ; espece
marron-rouge ou gris foncé ........... : - ARERE—— |
Halteres jaune-blanche ; yeux nus ou avec seulement quelques soies mmuscules si les sont yeux tres

pubescents, 1'abdomen est pointu au bout ; espéce marron-rouge ; tubercule ocellalre vestigial
ANTENNEIATERITOIIEE suuurasiusrsvsissinssssibssssssssnss Savas e e S S oSSBT e S SRR A S 19

Palpes avec les segments apicaux longs et fins, longueur plus de 4 fois égale a la largeur, marrons
foncés ; front large .......... ... kaurii
Palpes avec les segments apicaux plus épais a la base, longueur au plus egale a 3 fois la largeur,
toujours blanc-jaune a marron clair ; front large ou Etroit .......cocovvviriieiie i 8

Fig. 55. Hybomitra haurii Chv. & Lyneb., a female frons, b. male frons, ¢, female
palpus, & male palpus, e. female antenma, f. male antenna.

11
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8(7) Front large (1:2,5-4) avec les bords paralléles ; grand callus inférieur poli (groupe montana) .......... 9

- Front étroit (1:4-6) souvent plus large au dessus ; petit callus inférieur, nettement ridé (groupe
L et L ) e 14
9(8) Abdomen entiérement gris-noir dorsalement, sans marques latérales marron-rouge ...........cccoeceene. 10
- Abdomen largement marron-rouge sur les cotés, marques latérales marrons au moins sur le tergite 2
e T T S L T R T R T e e T 11
10 (9) Front tres large (1:2,5), callus inférieur treés large ; abdomen avec des motifs gris clair distincts,
tergite 2 largement gris SUI 188 COES .. ..ouiuiriririiireiieree sttt sttt st pilosa
- Front plus étroit ; abdomen avec des motifs gris peu distincts, taches sublatérales ovales sur tous les
tergites de taille €ale ... montana var. flaviceps

Fig. 57, Hybomitra pilasa (L), a. female frons, b. male frons, . [cmale palpus, & male
palpes, ¢. female anicpns, b. male anicura.

11 (9) Subcallus poli, marron & noir, au moins sur la moitié ou sur la partie sSupérieure ...........ccoceeveens lurida
- Subcallus entiérement terni et poudré de gris ........cocvcriiiiiiiiiiinicniieseiien

12 (11)Segment 3 de 'antenne large, surtout marron-rouge ; lobes notopleuraux noirs ........cccocevne. lundbecki
- Segment 3 de I'antenne plut6t élancé et plus ou moins foncé ; lobes notopleuraux marron .......... 13

Fig. 62. Hybomitra lundbecki Lyneh., a. female frons, b. malc froms, c. female palpus,
d. male palpus, ¢. female antcnna, f. male antenna.

12
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13 (12)Segment 3 de l'antenne plutét élancé, marron a la base ; cotés du thorax et abdomen avec de
nombreuses soies jaunes dorées ; espéce généralement grande 15,5-18mm ........ccccooeiviiinne tropica
Segment 3 de l'antenne remarquablement élancé, souvent légérement marron a la base ; cotés du

thorax et abdomen avec des soies grises et noires ; espéce généralement plus petite 12,5-16mm
Ceveen. MHONTANG

Fig. 63, Hybor i o iy i cmmali B o i Fig. 64. Hybomitra montana (Mcig), a. female frons, b. female antenna, c. male
ig. 63, ymitra tropica (L.), . female frons, b. male frons, c. female palpus, d. male
palpus, c. female antenssa, . male antenna anteana, d. female palpus, e male palpus.

14 (8) Abdomen unicolore gris-noir dorsalement avec des motifs gris, au plus des traces de coloration
marron sur les cotés des 2 premiers tergites .........ccovevvreerviresnsveervenenennennnnnn. bimaculata var. bisignata
Abdomen avec des marques latérales au moins sur les 2 premiers tergites ......ccovvveeveereresierecienne 15

15 (14)Marques latérales marron-rouge sur les 3 premiers tergites au plus, ou si marque aussi sur le tergite 4,
alors les segments basaux des antennes sont nettement poudré de gris .........ccccoveviniereiveciecninennens 16
Marques latérales marron-rouge sur les 4 premiers tergites, ou si seulement sur les 3 premiers alors
segments basaux des antennes et lobes notopleuraux marron clair ............cccceeeevvievnnneiieneeeeen 18

16 (15)Lobes notopleuraux marron ; abdomen avec une bande dorsale médiane sombre étroite, occupant au

plus 1/3 des tergites ; cerques nettement plus longs que larges, plaque subgénitale trés étroite avec
muehlfeldi

17

une excision profondeau-dessus .. commismmmmmimms s s S v
Lobes notopleuraux noirs ; cerques courts et larges ; plaque subgénitale large, arrondi a l'apex ......

Fig. 66. Hybomitre muehlfeldi (Brau.), a. female frons, b. male frons, c. female palpus,
d. male palpus, e. female antenna, f. male antenna.

13
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17 (16)Segments basaux de l'antenne gris-noir ; abdomen avec une bande dorsale médiane large, occupant
plus d'1/3 des tergites, marques latérales jaune-marron foncé a peine séparé de la bande médiane ;
pleures surtout gris foncé avec des SOIES MOIMES .......viiririiirrierrr s s sees bimaculata

- Segments basaux de l'antenne claires, toujours poudré de gris (mais la couleur de fond marron est
visible) ; abdomen avec une bande médiane étroite , occupant moins d'l/3 des tergites, marques
latérales jaune-marron clair (souvent blanches) et séparées nettement de la bande médiane ; pleures
avec des soies gris clair solstitialis

f

Fig. 67. Hybomitra bimaculata (Macq.), a. female frons, b. male frons, c. female palpus, Fig. 68. Hybomitra solstitialis (Meig.), a. female frons, b. male frons, c. female palpus,
d. male palpus, c. female antenna, f. male antena d. male palpus, ¢. female antenna, [. male antenna.

18 (15)Segment basaux de I'antenne et lobes notopleuraux jaune-marron ; callus inférieur souvent marron ;
tergite 2;avee des:soiespales et toncdesiSUrTesietes ..ummmimmamimsmsismssm s ciureai
- Segments basaux de l'antenne gris-noir et lobes notopleuraux marron foncé a noir ; callus inférieur
noir ; tergite 2 avec des soies unicolores jaunes dorées sur les cOtés et sans soies noires
distinguenda

Fig. 69. Hybomitra distinguenda (Verr), a. female frons, b. male frons, . female pal-

Fig. 0. Hybomitra ciureai (Ség), a. female frons, b. male frons, ¢. female palpus, d.
pus, d. male palpus, e. female antenna, {. male antenns.

male palpus, <. female anienna, [. male anteana.

19 (6) Segments abdominaux postérieurs non comprimeés latéralement, abdomen de forme habituelle,
largement, arrondi a l'apex ; marges post-oculaires sur le vertex étroites, yeux avec peu de soies,
voire nus (groupe erberi) ...

- Segments abdominaux postérieurs latéralement comprimés, abdomen nettement pointu (vue de
dessus) ; marges post-oculaires sur le vertex larges ; yeux petits avec de nombreuses soies (groupe
GCUMMTAALA) ..o eveeeeeene sttt s e bt st e e st ne st e ne e s er et ene s et enenn acuminata

Fig. 76. Hybomitra acumi-
nata (Lw.), a. female frons,
b. female antenna, ¢ male

antenna, d. female palpus,
&gi‘gﬁ <. male palpus.
L
R e
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20 (19)Marques latérales marron-rouge, au plus sur les 3 premiers tergites, ventre avec une large bande

médiane noir distincte sur les premiers Stermites ........couvceverriineienireseseeeree e expollicata
- Marques latérales marron-rouges sur les 4 a 5 premiers articles ; sternites antérieurs jaunes, au plus
une tache noire médiane sur le sternite 2, pas de bande médiane ...........ccooceeeviveiniiienccnncennn, erberi

Fig. 72. Hybomitra expollicata (Pand.}, a. female frons, b. male frons, c. female palpus, Fig. 4. Hybomitra erberi (Brau), 3. female frons, b. male frons, . female palpus, d
d. male palpus, . female antenaa, f. male antenna male palpus, . female antenna, I. male antenna

Tabanus (femelles)

1 Soies sur les yeux, souvent avec 3 bandes ; especes petites & moyennes (groupe quatuornotatus) ..... 2
- AbsencerdesoIes SR IESIVEMR s s SRR s )

2 (1) Abdomen noir avec des motifs gris ou gris-argenté
- Abdomen gris-olive ou marron avec des motifs clairs ou foncés, soies de la méme couleur

3(2) Subcallus noir brillant ; front avec 3 calli noirs séparés, de taille égale ; 3 bandes sur les yeux

Fig. 88. Tebanus quatuornotaius Meig., a. female frons, b. female antenna, ¢ male
antenna, d. female palpus, d. male palpus.

4(3) Callus médian linéaire, connecté a un large callus inférieur ; antennes noires, une bande (parfois
incompléte) ou absence de bande sur les yeux rupium
- Calli frontaux séparés, callus médian de forme ovale ; 3 bandes sur les yeux ... nemoralis

Fig. 0. Tabanus rupium
Brau., female, a. froms, b.
antenna, c. palpus.

Fig. 59. Tabanus nemoralis Meig., a. female frons, b. female antenna, c. malc antenna,
d. female palpus, c. male palpus.

15
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5(2)

6(1)
7(6)

8(7)

10 (9)

Palpes gros (longueur égale a 3 fois la largeur) et en pointe ; abdomen avec habituellement les cotés

desd tergites antCrieUrS MATTONS .uiiwmmsismsiessiss s o st s yes s imsssisaissrss lunatus
Palpes plus longs et plus fins (longueur égale a 4 fois la largeur) ; callus inférieur jaune-marron
..................................................................................................................................................... bifarius

Vig. 94. Tabonus lunatus
F. a. female frons, b
female antenna, ¢. male
antenna, d. female pal-
pus, c. male palpus.

Fig. 95. Tabanus bifarius Lw.. a. female frons. b. female antenna, c. male antenna.
d. female palpus, «. male palpus.

Espeéces petites 8 moyennes (longueur exceptionnellement égale a 18 mm) ; yeux bandés ou non .... 7
Especes grandes (20 mm de longueur) ; yeux non bandeés ...........occeoineniieninieninceceeeeeeeeeee 17

Callus médian de forme ovale ou transversale, relativement séparé du callus inférieur
Callus médian plus ou moins linéaire, reli¢ au callus inférieur (groupe bromius) ............ccoeeeeene

Subcallus d'aspect poudré ; front habituellement large, callus inférieur grand, plus large que haut, au

contact du subcallus ; yeux bandés ou non (Eroupe COrdiger) ........cumivmmninneieieeseeeeeseeeseseenes 9
Subcallus brillant, au moins sur la partie supérieure ; front plus étroit, callus inférieur plus haut que
large, séparé du subcallus ; toujours 3 bandes sur les yeux (groupe glaucopis) .......ccccccccvvcuvinnnnen. 10
Absence.debatides SiFles FEIR wonvsnmneaunmamn s R cordiger
UNE DANAe SUE 188 YEUX ..vueuireeterieiriiiceiiete ettt et eae et es s s es e se e ansene unifasciatus

e
2 e

Fig. 108. Tabanus cordiger Meig., a. female frons, b. female antcnna, ¢ male antenna, Fig. 108. Tabanus unifasciatus Lw., a. female frons, b. [emale antenna, c. male antenna,
4. female palpus, c. male palpus d. female palpus, e. male palpus.

Espéce grande, 15,5-18 mm ; subcallus entiérement brillant noir ou marron-noir ; notopleures

marron ; sternites antérieurs marron clair et sternites postérieurs gris clair........ococovveeveeneee glaucopis
Espeéce petites, au plus 15 mm ; subcallus gris, souvent brillant sur la moitié supérieure ou dans les
coins supérieurs ; notopleures noirs ; tous les Sternites gris Clair .......coooevevveevernieeereverecrenns exclusus

Fig. 101. Tabanus caucasius Krob., female, a. frons, b. antenna, c. palpus.

Fig. 98, Tabanus glaucopis Meig. a. female frons, b, female antenna, £ male antenna, Fig. 102. Tabenus exclusus Pand, a. female frons, b. female antenna, c. malc antenna,
d. female palpus, e. male palpus. d. female palpus, . male palpus.
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11 (7) Yeux non bandés ....
- WOUICDEANABS cowiumvaviunusvevaiss o ores s s vy e T s 3 Y S G R SV s

....................................................................................................................................................... briani
- Front moins large, espéce plus petite en général ; callus médian nettement linéaire ..............cc......
13
) 2 a1 L 1 0 (T 14
- Frotit pLSHEEEE (159) smmmrmrmrsnrsmnm s s s miki
Fig. 113, Tabanus miki Brau, a. female frons, b. fomale anienna, ¢ male antenna, d.
female palpus, ¢ malc palpus
14 (13)Fémurs gris foncé ; antennes noires U MAITON-TOUZE .......cccoerrrrrrreerrersirsemssrseesressesssessssessesnens regularis
- Fémurs jaune-rouge sauf a I'apex ; antennes trés pales, JAUNE-TOUZE ......cocvvrercmreerereoerenens darimonti

Fig. 116. Tabamus darimonti Leel,,
female, a. froms, b. antenna, e
palpus.

15 (11)3 bandes sur les yeux ; front tres étroit (1:6) ; espéce grande, 15-18 mm ; abdomen marron-rouge sur
LE8 COLES vttt bttt e bttt ea e et b b et en ettt e tergestinus
- une bande sur les yeux ; front plus large (1:4-4,5) ; espéce plus petite ............cccoiviiiiivinenenen 16

Fig. 119, Tabarms tergestinus Egs., a. female frons, b. female antenna, ¢ male aotenna,
& female palpus, e. male palpus

17
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16 (15)Marges post-oculaires sur le vertex étroites et avec des soies courtes et pales ; absence de soies noires
a la base des antennes ; palpes renflés en pointes ; abdomen avec sur les cotés de petites tiches
sublatérales le plus souvent marron, notopleures plutdt MAITONS .....c..ovevveeeerieririerece e bromius

- Marges post-oculaires sur le vertex remarquablement large et avec une rangée de soies longues et
pales, présence de soies noires a la base des antennes ; palpes plus minces ; abdomen noiritre avec
des motifs grisatres mal définis, tiches sublatérales plus grandes ; antennes unicolores marron,
KOS PIUBETONS s v oS s St maculicornis

Fig. 118,

Tabanus maculicornis Zett
a. female frons, b. female
antenna, ¢ male anlenna,
& female palpus, e male
palpus

Fig. 117, Tabanus bromius L., u. female frans, b. female antenns, c. male antenna,
d. female palpus, €. male palpus.

17 (6) Tibias postérieurs noirs, au plus marron translucide sur la face intérieure :
- Tibias postérieurs marron au moins sur la moitié basale .........c.ccoveviviiiiiiiiniiiiis e, 19

18 (17) Front étroit (1:5) ; palpes avec des soies noires, tergites noirs ; tibias postérieurs entiérement noirs

.............................................................................................................................................. paradoxus
- Front large (1:4) ; palpes avec des soies noires et blanches ; tergites noirs & marron- chataigne ; tibias
postérieurs marron translucides sur la face intérieure .............ccccoevvvnvvririncnennnnn. Spodopteroides

Fig. 120. Tabanss pevadoxas Jaen, a. female frons, b, female anterna, ¢ male anienna,  FIg. 125. Tabanus spodopteroides Ols., Mch. k Chv., a. female frons, b. female antenna
A female palpus, ¢ male palpas e male satenna, d. female palpus, e male palpus.

19 (17)Abdomen large, gris argenté, gris-rose a rouge sur les cotés, avec une bande noire médiane ; pas de
triangles pales médians ....... RN e e S, preere spectabilis
- Triangles pales médians plus ou moins nets ; si des taches latérales sont présentes, elles ne forment
jamais de bandes

Fig. 122 Tabanus spectabiis Lw, a. female froms, b. female anteona, . male antens,
d. female palpus, e. male palpus.

18
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20 (19) Abdomen avec 3 rangées de taches gris clair ; espéces SUrtout Sris-NOIr .......ccveveveeeererrrercereneeninnnes 21
- Abdomen avec seulement une rangée de triangles pales médians, tergites essentiellement marron a
T 810 (L e 1l [ — 232

21 (19)Motifs abdominaux blancs remarquables, présence de taches latérales sur la marge postérieure de
chaque tergite ; palpes avec des soies noires ; lobes notopleuraux NOITALres .........c.ccceeveevecernennne rectus
- Motifs abdominaux gris, tiches sublatérales ovales n'atteignant pas les marges postérieurs des
tergites, palpes avec surtout des soies blanches, lobes notopleuraux marron-jaune .......... autumnalis

Ao G
ey
a
24. Tabanui autwmnalis L., a. fomale frons, b. female anfeana, ¢ 1! tenn:
:"" : : ! r] 1! e Fig. 129. Tabanu Luw., a. female (rons, b. female antenns, c. male sntenna,
exale pabpar, . male palpus. iy Rerrbreyataflad

22 (20)Palpes gris a marron, densément couvert de soies courtes noires ou grises ; antennes noires ou

marron-noir avec des segments flagellaires terminaux NOILS ......cceevirieieriirereese e 23
- Palpes jaune-blanchétres & marron-jaune, couvert de soies claires ou foncées ; segments des antennes
marron a marron-jaune au moins a la base, antennes trés rarement NOITeS .........coveeeevververeererieeaennes 24

23 (22)Présence de soies pales sur les cotés des sternites ; triangles médians présents sur au moins la moitié
inférieure des tergites 2 81 3 ......oooiviciiiiiiiiie et e spodopterus spodopterus
- Présence surtout de soies foncées sur les cotés des sternites et seulement les marges postérieures avec
des soies pales ; triangles médians présents sur au plus le tiers des tergites 2 et 3
spodopterus ibericus

Fig. 126. Tabanus 5. spodopierus Meig, a. female frons, b. female antenna, . male
antenna, d. female palpus, e male palpus

Fig. 127, Tabanus spodopierus ibericus Ols, Mch. & Chv., a. female palpus, b male
palpus.

Fig. 128, Tabanus spodopterus ponticus Ols., Mch. & Chy., a. female palpus, b. male
palpus

19
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24 (23)Callus frontal inférieur plus ou moins triangulaire, plus large a la base ; ventre marron sur la moitié
antérieure avec des bandes médianes marron-noir ou les marges postérieures de tous les sternites

BIANBhAIES «invvinuumvesusvessmoinmu oo e o v e B o s A A TP 25
- Callus inférieur long et oval, plus large au milieu ; ventre surtout jaune-rouge ou marron clair ; si une
bande médiane est présente, elle est TOUZE OU MAITON ...ouvvniiiiiniianiieiee e ieneeiens eggeri

SN
i

Fig. 135, Tabanus eggeri Schia, a. female [rons, b, female sntcans, €. male antcnnd,
o female palpus, . male palpos

25 (24)Ventre marron-noir avec de larges marges postérieures blanchétres sur tous les sternites ; triangles

médians avec les cotés plus ou moins droits n'atteignant pas les tergites précédents ............. sudeticus
- Ventre marron a marron-jaune, avec une nette bande médiane marron foncée ; triangles médians
avec les coOtés plutdt concaves, atteignant habituellement les tergites précédents ................... bovinus

Fig 130, Tabawss sudeticws Zell., 3. female [rams, b. fomale aniensa, ¢ male antemsa Fig. 151, Tabumws bovinws L., . female from, b, female antenna, ¢ male anteana,
. female palfes. ¢ malc palpei. o female palpan, ¢ mate palpus

Therioplectes
Therioplectes gigas

Haematopotini

Haematopota (femelles)

1 Segment 1 de I'antenne long, cylindrique et plutot fin, au moins 4 fois aussi long que large, toujours
entierement poudré de gris, aussi long que la hauteur du front vue de dessus (groupe italica) ........... 2
- Segment 1 de l'antenne, plus court, conique a ovale, au plus 3 fois aussi long que large, plus ou
moins poli, seulement quelque fois poudré de gris, nettement plus court que la hauteur du front vue
deidessus!(Broupe PGS swuvnsvoimirsinimiu e v T T e S TS SR 5

2 (1) Taches sublatérales grises sur les tergites 2 & 6, parfois une petite tache sur le tergite 1 .......ccccceeee. 3
- Taches sulatérales grises au plus sur les tergites 3 a 6, le plus souvent sur les 2 ou 3 tergites
postérieurs, ou absent

20
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3(2)

4(2)

5(1)

6(5)

Segment 3 de 'antenne plutdt fin, aussi large que le segment 1 ; bande apicale de 'aile trés étroite et

pen nette ; especesiplus grandes 11,5-13,5MM .nvinnesinssamaisnassaisassians grandis
Segment 3 de 'antenne trés large, presque 2 fois plus large que le segment 1 ; bande apicale de l'aile
tres large, qui occupe presque tout I'apex ; espeéces plus petites 7,5-8mMm .....ccoooeveevieeieirenanenes lambi

Fig. 138, Hoematopota
wandis Meig, a. fe
male

Fig. 142. Hermstopota
lembi Vill, female, 2.
froes, b. antesma <
palpus

nna, b male

antenna, ¢ female from,
1 female palpus. e ma
e palpus.

Segment 1 de l'antenne jaune-marron, sans constriction subapicale, ou seulement une trés petite
constriction subapicale ; espeéce majoritairement marron avec un front remarquablement étroit

.................................................................................................................................................. pandazisi
Segment 1 de I'antenne noir-gris, avec une constriction subapicale plus ou moins nette ; espéce
généralement noire-grise avec un front large, a peine plus haut que large .........coccovvvececiencnnene italica
Fig. 140, Haematopota
itatica Meig., a. lemale
intenna, b, male anten.
i, ¢ lemale frons, d
fomak ralped, & male
palpus.
Fig. 139. Haematopota pandazisi (Kréb), a. female antenna, b. male antenna, c. female
frons, . fouale palpas, ¢ male palpis
Segment 1 de l'antenne entiérement poudré de gris, au plus légérement brillant avant l'extrémité ..... 6
Segment 1 de I'antenne noir brillant, au moins nettement brillant sur le quart apical ...........c..ccccceeee 7/

Clypeus avec une paire de petites taches noires, antennes longues, segment 1 au moins 2,5 fois plus
long que large, segment 3 plus fin que le segment 1 .......coviiineiniicn e gallica
Clypeus unicolore gris-blanc sans ces taches, grosses antennes courtes, segment 3 au moins aussi
large qué lesesment 1 i s s s avseisiry OS TR

o —— _
: | ; "
.’ @ T it \T ?» Fig. 147 alapute
1 £ "e . \ coikii Seil . a
— j - fruns, b, antenna, ¢
* = c & 2y :
2 v A salpus
Fig. 145, Haematopate gailica Seil female, o frons. b. antenna. <. palpus - ‘
Fig. 144 Haematopata sewelli Aust, female, a_froms, b_ antenna, c. palpus. a e



7(5) Segment 1 de I'antenne poudré de gris au moins sur le dessus du quart basal .... -
- Segment | entiérement noir brillant ; front toujours large, plus large que haut ; pas de constriction sur
leisepment ] /de PANPEANE v oo mmsemsmsms i e s s e crassicornis

male antenns, b male an-
tenns, ¢ female frons, d
female palpus, e male pal-
pus

8 (7) Front large, nettement plus large que haut ; antennes noires sans marron a la base du segment 3, ce

dernier étant plutét large ................. 9
- Front plus étroit, nettement plus haut que large, ou de forme carré ; antennes au moins  légérement
marron a la base du segment 3, ce dernier étant plutdot MINCe .......coovviviiiiiiiiiiiiii e, 10

9(8) Segment 1 de I'antenne gros et trés court, longueur inférieure a 2 fois la largeur, finement poudré de
gris sur moins de la moitié basale ; fémurs plus ou moins marron au milieu ............. pseudolusitanica
- Segment | de I'antenne cylindrique, longueur supérieure a 2 fois la largeur, poudré de gris sur plus de
la moitié basale, au-dessus ; fémurs gris-noir ... ocelligera

Fig. 149. Hacmatopota ocelli-
gera (Krob), a. female anten-
na, b, male antenna, ¢ female
frons, d. female palpus, ¢
male palpw

Fig. 148. Haematopota preudolusitanica Ssil. female, 3. froms, b. antenna, . palpus.

10 (8) Segment 1 de l'antenne de forme irréguliére, avec une constriction profonde avant l'extrémité ;
espéce généralement poudré de gris-olive ; ailes marron a marron foncé ; fémurs gris-noir ... pluvialis
- Segment | de I'antenne uniformément oval a cylindrique, au plus avec une petite constriction avant
I'extrémité ; espéces généralement NOIres OU ris Clair ... ....oviiiiiiiiiiiiiiii e 11

Fig. 150. Haematopota pluvialis (L.), a. female anmenna, b. male antenna, c. female
frons, d. female palpus, e male palpus.
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11 (10)Espéces plutét noires ; scutellum avec une grande tache blanc-gris ; front avec une paire de grandes
taches noir-velours, touchant habituellement le callus et les marges oculaires; ailes marron foncé ;
segment 1 de I'antenne noir brillant au moins sur la Moitié apicale ..........cccevvviiersiererenrieene scutellata

- Especes généralement gris clair ; scutellum sans tache pale, de la méme couleur que le mesonotum ;
taches sur le front plus petites, séparées du callus et des marges oculaires ; ailes gris clair ; segment 1
de l'antenne noir brillant seulement sur le quart apical

Fig 151. Haematopota scu-
tellata (Ols., Mch. & Chv.),
a fem

e female frons,
wale palpus, < male

12 (11)Segment 1 de I'antenne noir ; tous les fémurs gris-noir ; tergites 3 a 7 avec des taches sublatérales
grises nettes mais plutét petites, parfois des taches petites aussi sur le tergite 2 ................. subcylindra
- Segment 1 de l'antenne plus ou moins marron a la base ; fémurs considérablement jaune-marron ;

tous les tergites avec de grandes taches sublatérales blanc-gris, rarement absentes sur le tergite 1
........................................................................................................ bigoti

b

T\ /i/ d
e Fig. 153, Hacmatopota bigoti
| A ‘ 3 sob, 2. female antcnma, b

7

i
¥

Fig. 152. Haematopota sube

-

Ipus, ¢ male pal- 5
7
¢ €

A
N

f v i eylindrica P female
i. ’ a; <. female frocs, -e Sl i i —
‘ ; ] . female frons, d. female

i

palpus, €. male palpus,

Heptatoma
Heptatoma pellucens

Fig. 136, Heptatoma pellucens (F), . female antenns, b. female frons and face, c.
female palpus, d. male palpus,
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Diachlorini

Dasyrhamphis

2(1)

3(2)

Pattes bicolores, tibias marron ; palpes poudrés de gris avec des soies courtes et pales

Pattes unicolores noires ; palpes noires avec des soies noires

Fig. 163. Dasyrhamphis to-
mentosus (Macq.), a. female
frons, b. female anteana, c.
malc antenna, d. female pal-
pus, c. male palpus.

Segment 3 de I'antenne avec une coupure marquée et une dent dorsale longue et pointue en forme de

crochet, diriZ€ VOIS 'AVANT .......oouiiuiiiiiiie ettt st sb e e sn e ss e bt e e s ne e e 3
Segment 3 de I'antenne avec une dent dorsale moins développée, au plus rectangulaire et sans aucune
COUPIIIET vwmnsmosinvuumsee somimes samesie e v o ST VST SRR T NGRS VU o S s sesves avisressisverers RIGTILUS

Fig. 161. Dasyrhamphis ni-
gritus (F.), a. female frons,
b. female antenna, ¢ male
antenna, d. female palpus,
. male palpus.

Subcallus entierement noir brillant chez la femelle, parfois extrémement poudré chez le male ; ailes
fumées uniformément marron foncé ; calypter foncé avec une marge trés foncée et une frange foncée
; especes généralement grandes, 14-18,5MM ..oc.oioiiiiiiiiciiii e s ater
Subcallus noir brillant chez les 2 sexes ; ailes fumées marron, partie centrale de la base a I'apex de la
cellule discale semihyaline ; calypter jaunatre avec des franges pales ; espéces généralement plus
petites 14-16,5mm anthracinus

d

Fig. 159, Dasyrhamphis anthracinus (Meig), a. female frons, b. female antenna,

). ana, . male ane
Fig. 158, Dasyrhamphis ater (Rossi), a. female frons, b, female asteana, ¢ sl Wiue, 4 Semile kst &kl AN

tena, d. female palpus, e, male palpus.
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Philipomyia

- Segment 3 de 'antenne jaune-orange, avec une grande dent dorsale et pointue en forme de crochet
dirigée vers l'avant et partie terminale du flagellum foncé ; les 3 premiers tergites jaune-marron sur
les cotés avec le plus souvent une bande médiane noire étroite ; abdomen avec surtout des soies jaune

doré ; haltéres jaunatres ............ T T R G ST R Sevevia graeca
- Segment 3 de l'antenne rouge-marron ; les 3 tergites antérieurs marron sur les c6tés ; haltéres jaune-
MaAlf s srr e e e e e v e e aprica

() /)
a
Fig. 156. Philipomyia gracca (), a. female frons, b. female antenna, c. male antenns,  Fig. 155. Philipomyia aprica (Meig), a. female frons, b. female antenna, ¢ male an-
d. female palpus, e male palpus. tenna, d. female palpus, . male palpus.

Chvila, M., Lyneborg, L. & Moucha, J. (1972). The horse flies of Europe (Diptera, Tabanidae).
Entomological Society of Copenhagen, Copenhagen.
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Annexe 4. Réponses des Tabanidae au CO,
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Table B. Responses of tabanids to traps baited with carbon dioxide

CO2 (débit en

Species Country Trap L/min) cr References
Philoliche zonata South Africa Electrocuting screen 3 30 [
Tabanidae Zimbabwe Black cylinder 2.5 6 2]
Tabanidae Zimbabwe Black cylinder 15 37 [2]
Cryptotylus unicolor, Chlorotabanus spp. French Guyana Malaise trap - 18.3 [3]
Tabanus quinquevittatus Canada Canopy trap 4-8 9 [4]
Tabanus subsimilis United States Malaise trap 3.5 3 [5]
Tabanus sulcifrons United States Malaise trap 3.5 16 [5]
Tabanus fuscicostatus United States Canopy trap Skg dry ice/3h 8.5 [6]
Tabanus lineola United States Canopy trap Skg dry ice/3h 8.5 [6]
Diachlorus ferrugatus United States CDC trap 0.02 4 [7]
Diachlorus ferrugatus United States CDC trap 0.2 27 [7]
Diachlorus ferrugatus United States CDC trap 2 90 [71
Tabanus nigrovittatus United States Box trap 1-1.5kg dry ice/3-4h 4 [8]
Tabanus pallidescens United States French 2-tier box trap 0.5 6.2 [9]

*Catch index is the catch of trap baited with the attractant expressed as a proportion of an unbaited trap

References of the Table B

1. Phelps RJ, Vale GA (1976) Studies on the local distribution and on the methods of host location of some Rhodesian Tabanidae
(Diptera). Journal of the Entomological Society of South Africa. 39: 67-81.

2. Vale GA (1980) Field studies of the responses of tsetse flies (Glossinidae) and other diptera to carbon dioxide, acetone and
other chemicals. Bulletin of Entomological Research. 70: 563-570.

3. Raymond HL (1987) Intérét des piéges de malaise appétés au gaz carbonique pour I'étude des taons crépusculaires (Diptera,
Tabanidae) de Guyane Frangaise. International Jouran! of Tropical Insect Science. 8: 337-341.

4. Leprince DI, Jolicoeur P (1986) Response to carbon dioxide of Tabanus quinguevittatrus Wiedemann females (Diptera,
Tabanidae) in relation to relative abundance, parity, follicule development, and sperm and fructose presence. Canadian
Entomologist. 118: 1273-1277.

5. Roberts RH (1972) Relative attractiveness of CO2 and a steer to Tabanidae, Culicidae and Stomoxys calcitrans (L). Mosquito
News. 32: 208-211.

6. Leprince DJ, Hribar LJ, Foil LD (1994) Responses of horse flies (Diptera, Tabanidae) to Jersey Bullocks and canopy traps
baited with ammonia, octenol and carbon dioxide. Journal of Medical Entomology. 31: 729-731.

7. Kline DL, Wood JR, Cornell JA (1991) Interactive effects of 1-octen-3-ol and carbon dioxide on mosquito (Diptera, Culicidae)
surveillance and control. Jowrnal of Medical Entomology. 28: 254-258.

8. Hayes RO, Doane OW, Sakolsky G, Berrick S (1993) Evaluation of attractants in traps for greenhead fly (Diptera: Tabanidae)
collections on a Cape Cod, Massachusetts, salt marsh. ] Am Mosq Control Assoc 9: 436-440.

9. Cilek JE, Olson MA (2008) Effects of carbon dioxide, an octenol/phenol mixture, and their combination on Tabanidae
(Diptera) collections from French 2-tier box traps. Journal of Medical Entomology. 45: 638-642.
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Annexe 5. Réponses des Tabanidae a différents attractifs (autres que
le COy)
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Table C. Responses of tabanids to traps baited with various attractants other than carbon dioxide

Species Country Trap Attractants (other than CO2) CI* References
Atvlotus loewianus Croatia Canopy trap Octenol 8.5 [1]
Aged horse urine 8
Aged horse urine+acetone 4.7
Tabanus bromius Croatia Canopy trap Octenol 8 [1]
Aged horse urine 749
Aged horse urine+acetone 3
Tabanus maculicornis Croatia Canopy trap Octenol 15 [1]
Aged horse urine 14.7
Aged horse urine+acetone 14
Tabanus tergestinus Croatia Canopy trap Octenol 10 [1]
Aged horse urine 6
Aged horse urinetacetone 5
Tabanus sudeticus Croatia Canopy trap Octenol 5 [1]
Aged horse urine 6
Aged horse urine+acetone 3
Haematopota pluvialis Croatia Canopy trap Octenol 14 [1]
Aged horse urine 5
Aged horse urine+acetone 3
Tabanus bromius Croatia Malaise trap Octenol 29.5 [2]
Acetone 11.5
Ammonium hydroxide S
Haematopota pluvialis Croatia Malaise trap Octenol 20.5 [2]
Acetone 5
Ammonium hydroxide 4
Tabanus bromius Croatia Canopy trap Aged cow urine 110 [3]
Aged horse urine 75
Aged sheep urine 65
Aged pig urine 30
Haematopota pluvialis Croatia Canopy trap Aged cow urine 22 [3]
Aged horse urine 20
Aged sheep urine 13
Aged pig urine 14.5
Tabanus bromius Croatia Canopy trap 4MP 17.5 [4]
3-isopropylphenol 1.7
Naphthalene 1.5
Tabanus bromius Croatia Canopy trap Octenol+acetone+ammonia (5:3:2 ) 24 [5]
Aged donkey urine 20
Lactic acid 4
Fresh human urine 202
Tabanus bromius Croatia Canopy trap Aged horse urine 0.4 [6]
Tabanus tergestinus Croatia Canopy trap Aged horse urine 6.4 [6]
Morellia spp. Danemark Canopy trap Octenol 1.2 [7
Octenol+ammonia 1.6
Hybomitra expollicata Danemark Canopy trap Octenol 5.9 7
Ocetnol+ammonia 8.6
Haematopota pluvialis Danemark Canopy trap Octenol 42 [7]
Octenol+ammonia 43
Tabanus bromius France Nzi trap Aged horse urine 1.6 [8]
Atylotus quadrifarius France Nzi trap Aged horse urine 335 [8]
Aged sheep urine 2.5
Tabanus bromius France Nzi trap Octenol+ammonia 2 [9]
4MP+3PP (16 :1)+ammonia 1.8
Aged horse urine 2.2
Atylotus quadrifarius France Nzi trap Octenol+ammonia 2.8 [9
4MP+3PP (16 :1)+ammonia 257
Aged horse urine 4.1
Hybomitra lundbecki Norway Flight trap Octenol 9 [10]
Tabanus townsvilli Australia Nzi trap and Canopy trap Octenol 3.5 [11]
Pseudotabanus silvester Australia Nzi trap and Canopy trap Octenol 2.5 [11]
Dasybasis clavicallosa Australia Nzi trap and Canopy trap Octenol 4 [11]
Tabanus strangmannii Australia Nzi trap and Canopy trap Octenol 2 [11]
Tabanus pallipennis Australia Nzi trap and Canopy trap Octenol 10 [11]
Tabanus quinquevittatus Canada Nzi trap Octenol 2 [12]
Tabanus similis Canada Nzi trap Octenol 1:5 [12]
Hybomitra lasiophthalma Canada Nzi trap Octenol 145 [12]
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Chrysops univittatus
Chrysops aberrans
Tabanus quinguevittatus
Hybomitra lasiophthalma

Hybomitra epistates

Hybomitra lasiophthalma

Hybomitra illota

Hybomitra lurida
Hybomitra affinis
Hybomitra arpadi

Hybomitra frontalis
Tabanus nigrovittatus
Tabanus fuscicostatus

Tabanus molestus
Chrysops atlanticus
Hybomitra vicina
Tabanus lineola hinellus
Diachlorus ferrugatus
Hybomitra lasiophthalma
Tabanidae (A. agrestis ?)
Tabanidae (4. agrestis ?)
Tabanidae

Tabanus spp.

(T. gratus and T.
taeniola)
Tabanus spp.

(T. gratus and T.
taeniola)

Tabanus pullulus

Tabanus copemani

Canada
Canada
Canada
Canada

Canada

Canada

Canada

Canada

Canada

Canada

Canada
United States
United States

United States
United States
United States
United States
United States
United States
Burkina Faso
Burkina Faso
Guinea-Bissau

Mali

Mali

Zimbabwe

Zimbabwe

Nzi trap
Nzi trap

Sticky enclosure around a Nzi trap
Nzi trap

Nzi trap

Nzi trap

Nzi trap
Nzi trap
Nzi trap
Nzi trap

Nzi trap
Box trap
Canopy trap

Canopy trap
Canopy trap
Canopy trap
Canopy trap
CDC trap
Canopy trap
NG2G
F3

Biconical trap

Pyramidal trap

Vavoua trap

F3

F3

Octenol

Octenol

Octenol

Aged cow urine

Aged cow urine+octenol

Octenol

Aged cow urine

4MP+3PP (8:1)

4MP+3PP (8:1)+octenol
4MP+3PP (8:1)+octenol+ammonia
Octenol

4MP+3PP (8:1)+octenol
4MP-+3PP (8:1)+octenol+ammonia
4MP+3PP (8:1)+octenol
4MP+3PP (8:1)+octenol+ammonia
4MP+3PP (8:1)+octenol
4MP+3PP (8:1)+octenol+ammonia
4MP+3PP (8:1)+octenol
4MP+3PP (8:1)+octenol+ammonia
4MP+3PP (8:1)+octenol
4MP+3PP (8:1)+octenol+ammonia
4MP+3PP (8:1)+octenol+ammonia
Octenol

Octenol

Octenol+4MP+3PP (4:8:1)
Octenol

Octenol

Octenol

Octenol

Octenol

Ammonia

3MP+octenol (3:1)

3MP-+octenol (3:1)
Octenol+4MP+3PP (4:8:1)
Octenol+4MP+3PP (4:8:1)+acetone
Octenol+4MP+3PP
(4:8:1)+acetone+urine
Octenol+acetone
Octenol+acetone+cow urine
Octenol+acetone+3MP
Octenol+3MP

Octenol+acetone
Octenol+acetonet+cow urine
Octenol+acetone+3MP

Octenol

4MP

AMP+3PP

Octenol+4MP+3PP (4:8:1)
Octenol

4MP

3PP

4MP+3PP

Octenol+4MP+3PP (4:81)

[12]
[12]
[12]
[13]

[14]

[14]

[14]
[14]
[14]
[14]

[14]
[15]
[16]

[17]
[18]
[18]
[18]
[19]
[20]
[21]
[21]
[22]

[23]

[23]
[24]

[24]
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Annexe 6. The repellency of lemongrass oil against stable flies, tested
using video tracking
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Abstract — Lemongrass oil (Cymbopogon citratus) is an effective repellent against mosquitoes (Diptera: Culicidae)
and house flies (Diptera: Muscidae). In this study, its effectiveness was assessed on stable flies (Diptera: Muscidae)
in laboratory conditions. First, we demonstrated that lemongrass oil is an active substance for antennal olfactory recep-
tor cells of Stomoxys calcitrans as indicated by a significant increase in the electroantennogram responses to increasing
doses of lemongrass oil. Feeding-choice tests in a flight cage with stable flies having access to two blood-soaked san-
itary pads, one of which was treated with lemongrass oil, showed that stable flies (n = 24) spent significantly more time
in the untreated zone (median value = 218.4 s) than in the treated zone (median value = 63.7 s). No stable flies fed on
the treated pad, whereas nine fed on the untreated pad. These results suggest that lemongrass oil could be used as an
effective repellent against stable flies. Additional studies to confirm its spatial repellent and feeding deterrent effects are
warranted.

Key words: Stomoxys calcitrans, stable fly, repellent, lemongrass, Cymbopogon citratus, video tracking.

Résumé — Activité répulsive de huile essentielle de citronnelle contre les stomoxes, testée par tracking vidéo.
L'huile essentielle de Cymbopogon citratus est un répulsif actif contre les moustiques (Diptera : Culicidae) et les
mouches domestiques (Diptera : Muscidae). Dans cette étude, nous avons testé son efficacité contre les stomoxes
(Diptera : Muscidae) en laboratoire. Nous avons tout d’abord démontré par électroantennographie (EAG) que
I'huile essentielle de C. citratus était une substance active sur les récepteurs olfactifs des antennes de Stomoxys
calcitrans, par la mise en évidence d’une augmentation significative des réponses EAG & des doses croissantes
d’huile essentielle. Des tests de choix réalisés en cage de vol avec des stomoxes ayant a disposition deux supports
imprégnés de sang, I'un ayant été traité avec de I’huile essentielle, montrent que les stomoxes (7 = 24) ont passé
significativement plus de temps dans la zone non traitée (valeur médiane = 218,4 s) que dans la zone traitée (valeur
médiane = 63,7 ). Aucun stomoxe ne s’est nourri sur le support traité¢ alors que neuf stomoxes se sont nourris sur
le support non traité. Ces résultats suggerent que I'huile essentielle de C. cifratus pourrait étre utilisée comme
répulsif contre les stomoxes. Des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer ses effets répulsifs et
anti-gorgement.

Introduction of stable fly populations includes various methods, such as
chemical control (pesticides and repellents), cultural control

The stable fly Stomoxys calcitrans L. is among the most  (sanitation), mechanical control (trapping devices), and biolog-
damaging arthropod pest of livestock worldwide [8, 15, 23], jcal control (parasitoids and entomopathogenic fungi) [9, 20].
with a high economic impact on dairy and beef cattle produc-  The best approach is the simultaneous use of several methods
tion [3, 27, 39]. It is also a potential mechanical vector of  in an integrated pest-management program [26]. Management
animal pathogens such as equine infectious anemia virus,  of adult flies is accomplished mainly with topical insecticides,
Trypanosoma evansi, and Besnoitia besnoiti [7, 9, 19]. Control  applied directly to animals. However, continued or repeated use
of conventional insecticides often results in the development of
*Corresponding author: frederic.baldacchino@yahoo.fr  resistance and fosters serious human health and environmental
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Figure 1. Aerial view of the system for spatial repellency bioassays. The screen cage was made of mosquito netting suspended on a metal
frame and surrounded by white foam board with blue and black fabric on each side. Two blood-soaked sanitary pads were set under the cage:
one, impregnated with lemongrass oil, was placed in the treated zone, and the other, impregnated with hexane, was placed in the untreated

zone. For further details see Materials and Methods section.

concerns [13, 42]. Populations of S. calcitrans resistant to pyre-
throids and/or organophosphates have already been described
in North America and in Europe [4, 21, 31, 34]. As a result, there
have been increased research efforts for natural and environmen-
tally friendly repellents, particularly those based on essential oils
[38]. Several plant-based repellents, such as citronella oil, euca-
lyptus oil, catnip oil, and zanthoxylum oil, have previously been
tested against stable flies and have shown a reduction in attraction
and in feeding [1, 13, 40, 43]. These repellents can be applied top-
ically on animals or in livestock barns [13]. The first study dem-
onstrating the potential application of a plant-based repellent was
conducted by Zhu et al. [44], in which wax-based catnip pellets
spread in the manure/soil areas of cattle feedlots resulted in over
99% repellency of stable flies.

Lemongrass oil is the essential oil obtained from the aerial
parts of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Poaceae [29]. Ger-
anial (x-citral) and neral (f-citral) are the two main active com-
ponents of lemongrass oil, but other compounds, such as
geraniol and citronellol, which are known repellents, are also
present in small amounts [2, 18, 38]. Lemongrass essential oil
has previously shown a repellent effect, alone or in combina-
tion, against different species of disease-transmitting mosqui-
toes (Diptera: Culicidae) and the house fly Musca domestica
L. (Diptera: Muscidae) [16, 25, 30, 37], and is already present
in commercially available products [5, 32]. Therefore, our
objectives were to verify the sensitivity of antennal receptor
cells of S. calcitrans to lemongrass oil and to evaluate its repel-
lency against stable flies using a video-tracking system.

Materials and methods

Insects

Stomoxys calcitrans pupae were obtained from the labora-
tory colony of the National Veterinary School of Toulouse

(Toulouse, France) [35]. Newly emerged flies were not sexed.
Males and females were enclosed together in a cotton mesh
cage (40 cm W x 25 ecm H x 25 ecm D) at 24 + 2 °C with
40-50% relative humidity. Flies were fed with 10% sugar water
ad libitum and, once a day, with citrated bovine blood. Exper-
iments were conducted with 2—4-day-old flies. Flies were not
fed for 24 h prior to each test.

Electroantennogram recording

Following the method used in the study by Jeanbourquin
and Guerin [14], electroantennogram (EAG) recordings from
antennae of S. calcitrans were made with an EAG recording
device (EAG combi probe internal gain x10, CS-55 stimulus
controller and IDAC-2 signal acquisition controller, Syntech,
Hilversum, the Netherlands). Recordings were made using elec-
trolyte-filled (0.1 M KCl) glass capillary electrodes (0 1.5 mm,
40 mm L), with Ag/AgCl wire (@ 0.5 mm, 20 mm L) making
contact with the recording apparatus. The antenna was main-
tained in a humidified charcoal-filtered air stream delivered at
14.6 mL/s through a metal tube. Aliquots of pure lemongrass
oil (from C. citratus DC., citral ~75%, Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Buchs, Switzerland) were prepared using hexane (95%,
Carlo Erba Reagenti, Arese, Italy) at 0.1, 0.01, 0.001,
0.0001 mg/uL. Tested solutions (10 jL) were deposited on a
strip of filter paper (20 x 5 mm) placed in a glass Pasteur pip-
ette. The solvent was allowed to evaporate for 15 min before
first use. The tip of the pipette was connected to the metal tube,
and the test stimulus was delivered to the antenna using an air
pulse (20 mL/s for 0.6 s). Stimuli were released successively in
random order at 90-s intervals to avoid receptor saturation.
Octenol (1-octen-3-ol, 98%, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Buchs, Switzerland) was used as a positive control and hexane
was used as a negative control. Differences in EAG responses
were evaluated using a Wilcoxon signed-rank test.
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Figure 2. Track showing the 10-min recording of a stable fly in the bioassay cage divided into three zones: the untreated zone, the

intermediate zone, and the treated zone.

Bioassays

To observe the flight behavior of stable flies, we used a
screen cage (30 cm W x 15 cm H x 15 em D) made of poly-
ester mosquito netting suspended on a metal frame (Figure 1).
A small hole in the middle of one side of the cage was sealed
with a piece of cotton wool and was used to allow the release of
one fly at a time into the cage. The cage was surrounded by a
shield of white foam board to prevent optical stimulation of the
flies. To stimulate the fly to move in the cage, pieces of blue
and black fabric (SuperMaine 300 g cotton/polyester 65/35%;
TDV industries, Laval, France), commonly used to attract biting
flies, were hung on each side of the foam board [17, 24]. lllu-
mination was provided by fluorescent tubes (frequency 50 Hz)
placed below and above the screen cage. The light level in the
middle of the cage was about 4600-5000 lux.

One fly was released into the cage 15 min before the test.
Bioassays were conducted using male and female stable flies
during the daytime at ambient laboratory temperatures of
22-26 °C and 40-50% relative humidity. The bioassays con-
sisted of feeding-choice tests in which the fly had access to
two blood sources, one of which was treated with lemongrass
oil. Citrated bovine blood (1.5 mL), previously heated at
45 °C, was placed on two sanitary pads (@ 4 cm) from which
we removed the outer layer. The outer layer of one pad was
impregnated with 100 pL. of lemongrass oil solution at
0.1 mg/pL, and the other outer layer with 100 pL of hexane.
When the solvent had evaporated, each outer layer was reposi-
tioned on top of one of the blood-soaked sanitary pads, which
were placed just under the cage floor, 20 cm apart. Fly move-
ment was recorded using a Digital Video Camera Recorder
(DCR-SR21E; Sony, Japan) set 1 m above the center of the
cage. The behavior of the fly was then recorded during a 10-
min period. We tested 4-6 flies each day; the behavior of 24
flies was included in this study. The room was ventilated for
at least 30 min between each test, and a new screen cage was
used for successive flies. The positions of the pad treated with
lemongrass oil and the untreated pad were inversed each time.

The cages were cleaned every day by soaking them in a 2%
solution of Decon 90 (Decon Laboratories Limited, Sussex,
England) for 12 h.

Video analysis

The video records of fly movement were analyzed using
EthoVison XT (v. 8.0; Noldus Information Technology,
Wageningen, the Netherlands) [28]. The cage was defined as
an arena (30 x 15 cm) divided into three zones (each
10 x 15 em): untreated, intermediate, and treated (Figure 1).
Movement was recorded at 25 video frames per second, and
the fly was tracked by dynamic subtraction (Figure 2). In this
method, the program compares each sampled image with a
reference image that is updated regularly. Image processing
algorithms are applied to detect the fly against the background
and to extract relevant image features. During data acquisition,
EthoVision displays the live video image, tracking statistics
(elapsed time, number of samples), and the x, y co-ordinates
of the fly [28]. Several parameters were calculated: the dis-
tance moved (in centimeters), the total time spent in each
zone (in seconds), the time spent in movement (in seconds),
and the mean velocity (centimeters per second). “Moving”
and “not moving” were defined with thresholds at |1 and
0.9 cm/s. A comparison between males and females was
made with the non-parametric Mann-Whitney test for inde-
pendent samples. Comparisons of flight parameters between
the treated zone and the untreated zone were made with the
non-parametric Wilcoxon signed-rank test for two samples
of univariate data. All analyses were performed using PAST
version 2.12 [12].

Lemongrass oil volatiles

To estimate the diffusion of lemongrass oil volatiles in the
bioassay cage, we compared the atmospheric concentrations of
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Table 1. Comparison of the flight activity of male and female stable flies (Mann-Whitney U test), and comparison of the behavior of flies (both
sexes) between the zone treated with lemongrass oil and the untreated zone (Wilcoxon W signed-rank test).

N Median value Percentiles Test

Time spent in movement (s)

Males 11 95.7 38.1-148.8 U=34

Females 13 144.8 110.8-177 P =0.030
Velocity (cm/s)

Males 11 6.9 5.7-7.7 U=10

Females 13 15 10.4-16.9 P =0.0001
Total time (s)

Treated zone 24 63.7 41-163.7 W=1233

Untreated zone 24 2184 94.2-434.2 p=10.016
Time spent in movement (s)

Treated zone 24 223 11.3-35.8 W =200

Untreated zone 24 30.6 14-54.3 p=0.160
Velocity (cm/s)

Treated zone 24 9.8 7.2-14 W= 182

Untreated zone 24 9.1 6.7-12.2 p=0371

Data that show significant differences are indicated in bold.
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Figure 3. Mean relative EAG amplitudes recorded from Stomoxys
calcitrans antennae (n = 7) stimulated with lemongrass essential oil
at doses of 0.001 mg, 0.01 mg, 0.1 mg, and 1 mg. Hexane was used
as negative control. EAG amplitudes are relative to the value of
100% for octenol at 1 mg in the stimulus syringe. Differences in
EAG amplitudes were evaluated using the Wilcoxon signed-rank
test. Significant differences are indicated by different letters
(p < 0.05).

neral and geranial, its most abundant constituents. To accom-
plish this, three 65 um Polydimethylsiloxane-Divinylbenzene
(PDMS-DVB) fibers (Supelco, Sigma-Aldrich, Bellefonte,
PA, USA) were conditioned in the inlet of a gas chromatograph
(GC) held at 250 °C for 5 min before sampling. The SPME

holders were exposed in the cage for 10 min at three positions.
One SPME fiber was positioned 10 cm above each of the two
blood-soaked sanitary pads, and another was positioned in the
middle of the cage. Relative concentrations of volatile samples
were analyzed in a GC-mass spectrometry (MS; Shimadzu
QP2010plus, Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto, Japan),
using helium as the carrier gas (I mL/min). Samples were
injected in splitless mode. The temperature program for GC
analyses was 40 °C for 5 min, 5 °C/min to 220 °C, and
10 °C/min to 250 °C.

Results and discussion

Our investigation showed that S. calcitrans EAG ampli-
tudes increased significantly in a dose-dependent fashion with
increasing doses of lemongrass oil in the stimulus pipette.
The mean EAG amplitude elicited by each dose (0.001 mg:
206+037mV: 0.0l mg: 337+047mV; 0.1 mg
5.80 £ 0.67 mV; 1 mg: 6.50 + 0.57 mV) was significantly
greater than that elicited by hexane (1.46 + 0.29 mV) (Figure 3)
and there was no significant difference between lemongrass oil
and the octenol at 1 mg on filter paper (6.64 + 0.55 mV).
Octenol is a very strong chemostimulant for S. calcitrans anten-
nae [36, 41] and a good attractant in the field [11]. The study by
Zhu er al. [44] was the first to report that stable fly antennae are
also capable of detecting repellents such as catnip oil. In our
study, EAG responses to lemongrass oil at 10 pg (~3350 pV)
were nearly five times higher than the EAG responses to the
same amount of catnip oil (~700 pV recorded by Zhu et al.
[44]). These results indicate that lemongrass oil is a strong stim-
ulant for the olfactory receptor cells of S. calcitrans and thus a
suitable candidate for behavioral tests.

In the bioassays, the amount of lemongrass oil on the trea-
ted pad used in all tests was 10 mg. Relative concentrations of
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Figure 4. Time-course (mean + SE) of the distance moved by stable

fly males and females for 10 min following release into a bioassay

cage. Curves represent the distance moved for each successive 1-min

period during 10-min recordings.

neral and geranial in the arena were assessed by the height of
their peaks in mass chromatograms to reveal a 12-fold decrease
in the atmospheric concentration of lemongrass oil between the
treated and untreated pads. It should be noted, however, that
this measurement was taken in the absence of a fly. The air flow
induced by the flight activity of a fly in the cage might partially
disturb this ratio during a test.

We tested 11 males and 13 females in the bioassay cage
(Table 1). First, we compared the flight activity between the
two sexes. The distance moved is considered to be the main
indicator of the activity level of a fly [22]. At the beginning,
females were more active than males (in terms of time spent
in movement and velocity) (Figure 4). Over the duration of
the 10-min recordings, the distance moved by females gradually
decreased to reach a level similar to males. This decrease in
movement might have been due to exposure to lemongrass
oil, or simply to acclimation to the bioassay cage. This is an
open question as no tests were conducted without a treated
pad. However, locomotor activity was sexually distinct, as
has been observed in fruit flies, Drosophila melanogaster [10].

Comparing the behavior of stable flies in the zone treated
with lemongrass oil with their behavior in the untreated zone
did not reveal any significant differences between the two zones
in terms of the time spent in movement or in the mean velocity
of movement (Table 1). However, stable flies spent significantly
more time flying in the untreated zone than in the treated zone
during the tests. Moreover, we observed nine stable flies feed-
ing on the untreated pad, whereas none fed on the treated pad.
The attractiveness of the untreated blood-soaked pad versus the
treated pad explains the difference in the total time spent
between the two zones. These findings suggest that lemongrass
oil could be used as a repellent against stable flies. However,
further investigations on spatial repellency and feeding

deterrence are necessary to demonstrate that lemongrass oil is
as effective as catnip oil against stable flies in the field [44].
Video tracking appears to be a useful tool to study insect behav-
ior in response to repellent volatiles [6, 33], especially for flies,
which are otherwise difficult to track.
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